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OZET

Plasenta, fetusun saglikli gelisimi i¢in gerekli olan besin ve oksijen saglanmasi, hormon
salinimi, fiziksel koruma gibi temel fonksiyonlara sahip bir organdir. Plasentanin bu
gorevlerini etkin bir sekilde yerine getirmesi fetal gelisimin saglikli bir siirecte devam
etmesini saglar. Bazi patolojik durumlardan kaynaklanan plasentanin yapisal ve iglevsel
bozukluklar: ise fetal gelisimi olumsuz yonde etkiler. Diabetes mellitus, plasentanin
fonksiyonunu ve gelisimini etkileyen bu patolojik durumlardan biridir. Hiperglisemik
ortamin plasentada morfolojik ve islevsel farkliliklar ortaya cikararak preeklampsi,
makrozomi ve intrauterin gelisme geriligi gibi sorunlara sebep oldugu bilinmektedir.
Calismamizda, pregestasyonel donemde tani konulmus insiilin ile regiile edilen tip-2
diyabetli gebeler, diyetle regiile edilen gestasyonel diyabetli gebeler ve saglikli gebelerden
alinan plasenta oOrnekleri incelendi. Amacimiz tip-2 ve gestasyonel diyabetli gebe
plasentalarinda ortaya c¢ikan degisimleri trofoblast gelisimi ve anjiyogenez agisindan
arastirmaktir. Bu amagla diyabetli ve saglikli gebelerden alinan plasenta doku Grnekleri
karsilastirmali olarak anjiyogenez, Hofbauer hiicre varligi ve trofoblast farklilagsmasini
incelemek i¢in; CD31, CD68 ve ETS-1 ile degerlendirildi. Elde edilen verilerde tip-2 ve
gestasyonel diyabetli gebe plasentalarinda saglikli gebelere gore villuslarda 6dem,
endovilloz kapillerlerde konjesyon, perivilloz aralikta ekstravazasyon, sinsityal diigiimlerde
artis gibi morfolojik farkliliklar gortildii. Endotel belirteci CD31, Hofbauer belirteci CD68
ve villus matiirasyonunda rol alan ETS-1 ifadelerinde artis oldugu immiinohistokimyasal
boyama ve Western Blot yontemleri ile saptandi.
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ABSTRACT

Placenta is an organ that has fundamental functions such as delivery of oxygen, hormon
secretion and physical protection. Placenta carrying out its functions effectively provides
development of fetus in healthy period. Placental dysfunction affects fetal development
negatively due to arising from pathologic situations. Diabetes mellitus is one of the
pathological situations impressing development and function of placenta. It is known that
hyperglycemic environment causes problems by revealing structural and developmental
differences in placenta like preeclampsia, macrosomia and intrauterine growth restriction.
In our study, placental tissue samples from insulin regulated Type-2 diabetes mellitus,
gestational diabetes mellitus and normal pregnant women were investigated. Our aim is to
investigate alterations in placenta from Type-2 and gestational diabetes mellitus patients in
respect to presence of Hofbauer cells, angiogenesis, and trophoblast differentiation. For this
purpose, sample of placental tissues from diabetic and normal pregnant women evaluated to
investigate Hofbauer cells, angiogenesis, and trophoblast differentiation with CD31, CD68
and ETS-1. Obtained these results show that Type-2 and GDM groups have edematous
villus, congestion in endovillous capillary, extravasation in perivillous space, increased
syncytiotrophoblast knotting. Incresed expression of endothelial marker, CD31; Hofbauer
cell marker, CD68 and having role in villus maturity, ETS-1 were showed by
immunohistochemistry staining and Western Blot method.
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1. GIRIS

Plasenta, fetal gelisimde anne ile fetus arasindaki fiziksel ve islevsel iligskiyi saglamada etkin
rol oynayan ve gebelik donemine ait olan 6zellesmis bir organdir. Plasentadaki degisimler,
fetusun gelisimi i¢in gerekli olan; besin ve oksijen gecisini saglamak, metabolik atiklari
fetustan uzaklagtirmak, hormon salgilamak ve fetusu fiziksel olarak korumak gibi islevler

ile uyumludur [1].

Villus yapisi plasentanin islevini gerceklestiren onemli yapilardan biridir. Fetal gelisim
stirecinde villuslar da fetusun ihtiyaci ile orantili olarak gelisim gosterir. Gelisimin 4.
ayindan sonra iki yonlii madde gecislerini saglayan ve anne ile fetal kanin karismasini
engelleyen, plasental bariyer sadece sinsityum ve fetal kan damarlarinin endotellerinden

olusur [2].

Fetusun saglikli gelisebilmesi ve hayatta kalabilmesi plasentaya baglidir. Bu yilizden
plasentada olusan patolojiler direkt olarak fetusu etkiler. Preeklampsi, maternal diyabet gibi
patolojilerde plasentanin normal yapisinin bozuldugu ve intrauterin gelisme geriligi,

makrosomia veya konjenital anomalilere sebep oldugu bilinmektedir [3, 4]

Gilinlimiizde artan hareketsiz yasam tarzi ve degisen diyet aligkanliklar1 sebebiyle diyabetin
toplumda goriilme sikligimnin arttigir bilinmektedir [5]. Maternal pregestasyonel ve
gestasyonel diyabet, hiperglisemik bir ortamin olugmasi ile iliskilidir. Maternal kaynakli
hiperglisemik ortam plasentada villus immaturitesi, villuslarda fibrinoid nekroz,
koranjiyozis ve artan anjiyogenez gibi histolojik bulgulara neden olmaktadir. Diyabet
kaynakli goriilen bu abnormaliteler, etkin kalinan glukoz seviyesine ve siiresine bagli olarak

farklilik gostermektedir [6].

Plasenta, farkli gorev ve islevleri olan bircok hiicreden olusmaktadir ve bu hiicrelerin
birbirleri ile olan etkilesimi fetal gelisim i¢in ¢ok Onemlidir. Villus stromasina ait
hiicrelerden biri olan Hofbauer hiicreleri, plasental makrofaj olarak bilinmektedir.
Plasentada sivi dengesinin kurulmasinda, villus maturasyonunda, immunolojik ve
inflamatuar siireclerde gorev almaktadir [7, 8]. Hofbauer hiicrelerinin plasentada meydana
gelen vaskiilogenez ve anjiyogenez olaylarinda yer aldig1 diistiniilmektedir. Aragtirmacilar,

Hofbauer hiicreleri ile endotel hiicrelerinin birbiri ile iliskili oldugunu gostermislerdir [9].



Ayrica yapilan ¢aligmalarda GDM plasentalarinda makrofaj yogunlugunun ve sitokin (IL-
6/TNF-a) miktarinin kontrol gruplarina gore daha fazla oldugunun belirlenmesi, bu
hiicrelerin inflamasyon ile iliskili oldugunu gostermektedir [10]. Bununla birlikte yapilan
baska bir ¢alisma, Tip-1 diabetes mellituslu ve GDM'li plasentalarda anjiyogenezde etkin

olan VEGEF ifadesinin normal plasentalara gore arttigini gostermistir [11].

Trofoblast farklilasmas1 saglikli plasenta gelisimi igin &nemli bir siiregtir. Implantasyondan
sonra baglayan vaskiilogenez olaylannominda trofoblast hiicrelerinin sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblastlara farklandigi, bununla beraber proliferatif karakterli hiicrelerin yerini
invazyon yetenegi yiiksek hiicrelerin aldig1 bilinmektedir [12]. Plasentanin gelisim siirecinde
maternal kanmn tasmmmini  kolayca saglamak amaciyla meydana gelen doku
organizasyonunda bir¢ok hiicrelerarasi matriks proteininin ifadesi trofoblast hiicrelerinin

farklilagmasina bagl olarak regiile edilmektedir [13].

Gebeligin ilerlemesiyle birlikte yeterli madde ve oksijen gegisini temin etmek amaciyla
plasentada yeniden modelleme meydana gelmektedir. Twistl, Zeb1 ve Ets gibi molekiillerin
trofoblast farklilagsmasi siirecinde yer aldigi gosterilmistir [14, 15]. Ayrica tip-1, tip-2 ve
gestasyonel diyabetli gebe plasentalarinda yapilan arastirmada villus immaturitesinin tip-1
ve tip-2 diyabetli gruplara gore gestasyonel diyabetli grupta daha fazla oldugu belirlenmistir.
Farkli diyabet tiplerinin plasenta patolojisini farkli sekillerde etkilemesinin, farklh

patofizyolojilere sahip olmalarindan kaynaklanabilecegi belirtilmistir [16].

Plasenta, gebelikte onemli bir endokrin isleve sahiptir. Ayrica fetal gelisim plasentanin
kontrolii altindadir. Bu yiizden ¢esitli sistemik hastaliklarin ve patolojilerin plasenta
gelisimine etki ederek fetal gelisimi etkileyebilecegi diisliniilmektedir. Tiim bu bilgiler
1s18inda, tip-2 ve gestasyonel diyabet olgularindaki plasenta doku organizasyonunu
trofoblast gelisimi ve anjiyogenez ile plasental makrofaj 6zelligindeki Hofbauer hiicrelerinin
yogunlugunun degerlendirilmesi amaglanmistir. Bu nedenle histolojik degisikliklerle
beraber endotel belirteci olan CD31, Hofbauer hiicre belirteci olan CD68 ve villus
gelisiminde yer alan ETS-1 degerlendirmeleri ile elde edilen bulgular dogum agirligi,
plasental agirlik ve gebelik siiresi gibi kriterlerle beraber, saglikli gebelerle karsilagtirmali
olarak incelenmistir. Bu ¢alismada saglikli, tip-2 ve gestasyonel diabetes mellitus tanisi
konulmus gebelere ait plasentalarda ortaya ¢ikan degisimleri inceleyerek,

degerlendirmelerin gelecekteki klinik ¢alismalara katki saglamasi1 hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Plasenta Gelisimi

Plasentasyon, embriyonun saglikli gelisebilmesi i¢in yasamsal énem tasiyan karmasik ve
stirekliligi olan bir siiregtir. Fertilizasyon, spermin sirasiyla korona radiata ve zona pellusida
yapilarini gegmesi ve oosit proniikleusu ile sperm proniikleusunun birlesmesi ile gergeklesir
[17]. Fertilizasyonun ardindan olusan zigot ard arda mitoz boliinmeler gegirerek blastomer
halini alir. Gevsek bir sekilde bulunan hiicreler iigiincii yariklanmanin ardindan birbirleriyle
olan baglantilarin1 arttirarak kompaksiyon siirecine girerler. 16-hiicrelik morula olarak
isimlendirilen bu hiicre grubu, uterus bosluguna geldiginde buradaki sivi zona pellusiday1
gecerek ortada blastosel olarak ifade edilen bir bosluk olusmasina sebep olur. Boylece
gebeligin 4. giiniinde blastokist yapisi ortaya cikar [18]. I¢ tarafta bulunan i¢ hiicre kitlesi
ilerleyen zamanlarda embriyoyu olusturmak iizere blastokistin bir kutbuna yerlesmis sekilde
bulunurken dis tarafta bulunan dis hiicre kiitlesi trofoblastlar gelecekte plasentay1

olusturacaktir [17].

Fertilizasyon gerceklestikten sonra 6-7. giinlerde zona pellusidanin kaybolmasi ile
embriyoblast tarafinda yer alan trofoblast hiicreleri tarafindan endometriuma dogru
implantasyon siireci baslar. Fertilizasyondan sonra 6. giinde baslayarak 10. giinde sona eren
implantasyon penceresi siirecinde uterus blastokist implantasyonuna uygun halde bulunur
[19]. Implantasyon, trofoblastlarin sitoplazmik uzantilari ile uterus epitel hiicre apikalindeki
kisa uzantilarin etkilesime girdikten sonra trofoblastlarin, endometriyal hiicrelerin hiicreler
aras1 bosluklarina niifuz etmesi ile baglar. Trofoektoderm hiicrelerinin yiizeyinde bulunan
epidermal biliyiime faktorii reseptorleri (EGFR), uterus endometriyal hiicrelerinde ifade
edilen heparin baglanan EGF benzeri biiyiime faktorii (HB-EGF)' ne baglanarak apoptozis
mekanizmasini baglatir. Adezyon molekiilii olan ve trofoblast membraninda bulunan L-
selektin, uterus luminal epiteli ile etkilesime girerek blastokistin uterus duvarina tutunmasint
saglar [18, 20]. Uterusa olan migrasyon ve invazyon siirecinde hiicre adezyon molekiilleri
(CAM), hiicreleraras1 matriks proteinleri (ECM) ve matriks metalloproteinazlar (MMP)
onemli rol oynar. Trofoblastlarda bulunan integrin molekiilii desidual hiicrelerdeki laminin,
fibronektin gibi molekiiller ile etkilesime girerek blastokistin uterusa invaze olmasini saglar
[21]. Bu siiregte endometriumdaki stromal hiicreler glikojen ve lipid igerigini arttirarak
biiyiik, yuvarlak desidual hiicrelere farklilagirlar. Uterus bezleri biiyiir, genisler ve erken

donemde daha sarmal bir sekilde bulunur. Ayrica endometriumdaki vaskiilarizasyon artar



[19]. Matriks metalloproteinaz, MMP doku inhibitori (TIMP) ve plasminogen aktivator ve
inhibitdr molekiilleri endometriumun yeniden modellemesini regiile eder. Endometriuma
penetre olan blastokistte trofoblastlar hizli bir sekilde ¢ogalarak sitotrofoblast ve

sinsityotrofoblastlara farklilagir [18].

Sitotrofoblast hiicreleri i¢ kisimda bulunur, tek niikleusludur ve mitotik aktiviteye
sahiptirler. Sinsityotrofoblast hiicreleri dis kistmda bulunur ve multiniikleusludur [18].
Sinsityotrofoblastlarin mitotik aktiviteleri yoktur, ancak sitotrofoblastlar bdliinlir ve
niikleuslar1 kaynasarak hiicre membranlarii kaybedip sinsityotrofoblastlara farklanirlar.
Geligimin 9. giinlinde blastokist endometriuma gomiilmiis halde bulunurken, embriyonik
kutuptaki sitotrofoblastlar hizli bir sekilde gogalir ve sinsityotrofoblastlar endometriuma
dogru invazyona devam ederler. Bu siirecte gelisimine devam eden embriyonik kutuptaki
sinsityotrofoblastlar arasinda vakuoller olugsmaya baslar. Vakuoller biiyiiyerek lakiinalar

olusturur ve bu siire¢ lakiinar evre olarak isimlendirilir [17].

Abembriyonik kutupta bulunan sitotorofoblast hiicreleri ise ilerleyen zamanda
sinsityotrofoblastlara farklanarak bu alanda da lakiinalar tiim blastokisti kapsayacak sekilde
gelisir [17]. Sinsityotrofoblast hiicreleri endometrium ve miyometriumun bir kismini invaze
ederken, ayn1 zamanda prolitik enzimler salgilayarak maternal spiral arter dallarini agindirir.
Lakiinalara dolan maternal kan primitif uteroplasental dolagim1 baglatmis olur. Bu olay aym
zamanda gelecekteki intervilloz boslugun Onciistidiir. Sinsityotrofoblastlar, insan koryonik
gonadotropin (hCG) hormonunu salgilamaya baslar ve hCG lakiinalara ulasarak korpus
luteumdan salgilanan Gstrojen ve progesteronun regiilasyonunu saglar. Sinsityotrofoblast
tabakasinin yakininda bulunan desidual hiicrelerden lakiinalarin i¢ine, maternal kana gegen
glikojen ve lipidler baslangi¢c asamasinda embriyonik gelisim i¢in gerekli olan besin

ithtiyacini karsilar [18].

Hizla ¢ogalan sitotrofoblast hiicreleri, sinsityotrofoblastlarin aralarinda yer alan lakiinalara
dogru yerlesim gostermeye baslar. Boylece gelisimin 13. giiniinde sinsityotrofoblastlarla
cevrili ve merkezinde sitotrofoblastlarin bulundugu primer villus yapilart olugur. Lakiinalar
ilerleyen zamanda intervilloz boslugu olusturur. Gelisimin yaklasik 16. gilinlinde
ekstraembriyonik mezoderm hiicreleri primer villus yapisinin merkezine yerleserek i¢ tarafta
sitotrofoblastlar ve onlarin dis tarafinda bulunan sinsityotrofoblastlar tarafindan
cevrelenirler. Olusan bu yap1 sekonder villustur. Gelisimin {i¢lincii haftasinin sonlarina

dogru sekonder villuslarin merkezindeki embriyonik mezoderm, vaskiilarize olarak kan



damarlarina ve hiicrelerine farklilagarak tersiyer villusu meydana getirir. Villuslarin islevsel
olarak olgunlagmis ve fetal dolasimi saglayan hali tersiyer villus yapisidir. Genel olarak
gelisimin bundan sonraki silirecinde tiim villuslar tersiyer villus yapisinda olur [19, 22].
Villuslarda olusan kapillerler koryon plagi ve baglant1 sapinda gelisen kapillerler ile iliski
kurarak arteriol ag1 olusturur. Boylece gelisimin 4. haftasinda baglayan kalp atimiyla beraber
embriyonun besin ve oksijen ihtiyacini saglayacak olan embriyo ile plasenta arasindaki
intraembriyonik dolagim sistemi olusmus olur. Tersiyer villuslarin olusma siirecinde
sitotrofoblastlar sinsityotrofoblastlara dogru biiyiime gostererek endometriuma kadar

uzanirlar ve trofoblastik kabugu olusturarak endometriuma tutulmayi saglarlar [17-19].

Gelisimin 19. ve 20. giiniinde embriyo, trofoblastik kabuga ilerleyen donemlerde umbilikal
korda doniisecek olan baglanti sap1 ile bagli durumda bulunur. Bu sayede embriyo ile

plasenta arasinda fiziksel bag kurulmus olur [17].

Embriyo gelismesini siirdiirlirken ikinci aym basinda biiyliyen plasenta ile birlikte artan
villus yapilari 1g1nsal bir goriinlimiin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Gelisimin dordiincii aymin
basinda plasentada maternal ve fetal dolagim1 ayiran yapilarda degisiklikler olur. Plasental
bariyer olarak adlandirilan ve fetal dolasimi maternal dolagimdan ayiran bu yapi su

kisimlardan olusur:

e Sinsityotrofoblast

e Kesintili i¢ sitotrofoblast

e Trofoblast bazal laminasi

¢ Villuslarda bulunan bag doku (mezensimal)
¢ Endotel bazal laminasi

e Tersiyer villuslarda bulunan fetal plasental kapiller endoteli

Akcigerde bulunan kan-hava bariyeri yapisina benzeyen bu bariyer fetal ve maternal kanin

karismasin1 engellerken oksijen, karbondioksit ve besin gecisine izin verir [19].

Ilerleyen donemlerde iyice incelen sinsityum tabakasinin bir¢ok niikleus barindiran pargalar
intervilloz alanda goriilebilir. Bu yapilara sinsitiyal diiglim adi verilir ve normal siirecte
herhangi bir etki gostermeden yok olurlar [17]. Embriyonik kutupta yer alan villuslar hizla
cogalip biiyiiyerek koryon frondozumu olustururken, abembriyonik kutupta bulunan az

sayidaki villus yapisi dejenere olarak diizlesir ve koryon leve kismi1 olusur [2].

Uterusun embriyoya yakin tarafindaki hiicreler desidualizasyon gegirerek igerdikleri



glikojen ve lipid miktarini arttirarak desidual plagi olusturur. Abembriyonik tarafta bulunan
hiicreler ise desidua kapsiilaris olarak isimlendirilen yapiyr meydana getirir. Gelismeyle
beraber biiyliyen koryon boslugunun uyguladigi basincin etkisiyle desidua kapsiilaris yok
olur. Koryon leve desidua pariyetalis olarak isimlendirilen uterus duvar ile birlesir ve
uterusun liimenini kapatir. Koryon frondozum ile desidua bazalis plasentay1 olustururken,
amniyon ve koryon yapilarinin birlesmesi ile dogumda yirtilan amniyokoryonik membran

olusur [17].
2.2. Plasenta Anatomisi

Hemokoriyal plasenta, sadece gebelik siiresince var olan gegici bir organdir. Fetusun
gelisimi i¢in yasamsal 6neme sahip olan plasenta, fetal gelisim arttik¢a geliserek farklilagir

[23].

Miadinda plasenta disk seklinde olup, 15-25 c¢cm capinda ve yaklasik 3 cm kalinliktadir.
Genellikle saglikli bir plasenta 500-600 gr agirligindadir. Plasentanin uterus duvarindan
ayrilmasi bebegin dogumundan sonra 30 dakika i¢inde gerceklesir [17]. Desidua bazalis ile
kapli olan maternal taraf plasental septa ile 30-35 loba ayrilarak bir¢ok kotiledondan olusur.
Kotiledonlarda ana kok villuslar ve ondan dallanan diger villuslar yer alir. Koryon plag: ile
kapli olan fetal tarafta bulunan biiylik arter ve venler, eksantrik veya marjinal yerlesim
gosteren umbilikal kordda birlesir. Koryonik plaga bagli olan umbilikal kord yaklasik olarak
50-60 cm uzunlugunda olup, 2 (iki) umbilikal arter ve 1 (bir) umblikal ven igermektedir [18].

Plasentanin maternal tarafi desidua yapisi ile ifade edilir. Bu yap1; desidua bazalis, desidua
kapstilaris ve desidua parietalis kisimlarindan olusur. Desidua bazalise yakin olan koryonik
villuslar oldukea iyi bir sekilde geliserek koryon frondozumu olusturur. Desidua kapsiilaris
gelisen embiryoyu yiizeysel olarak kaplar. Desidua parietalis ise embriyo disinda kalan alana
verilen isimdir. Plasenta maternal taraftan desidua bazalis ile sinirlanir. Plasentanin fetal
tarafi ise koryonik plak ve villuslardan meydana gelen koryon frondozum yapist ile ifade
edilir. Abembriyonik kutuptaki villuslarin diizleserek olusturdugu alana koryon leve denilir.
Fetal gelisimle birlikte plasenta da genisler ve doguma kadar yaklasik olarak uterusun %15-
30 unu kaplar [17, 18].

Fetal plasental dolagimda, fetustan gelen oksijen miktar1 diisiik kan, umbilikal arterlerden
gecerek plasentaya gelir. Bu arterler koryon plaginda radial olarak yayilim gosteren koryon

arterlerine dallanir. Daha ince dallara ayrilan kapillerler, intervilloz boslukla yakin mesafe



olacak sekilde villuslarda yogun bir kapiller ag1 meydana getirir. Bu alanda birbirine ¢ok
yaklagan fetal ve maternal kan, birbirine karigmadan gaz ve metabolit ge¢isi saglanir. Ayrica
yogun kapiller ag1 gelisen fetusun artan ihtiyacini karsilamak ig¢in genis bir yiizey alani
olusturur. Villuslarda bulunan kapillerlerdeki oksijen miktar1 yiiksek kan, koryon arterleri

yakininda bulunan venler araciligi ile umbilikal vene gecerek fetuse aktarilir [24].

Plasenta, bazal plagi gegen 80-100 kadar endometrial spiral arter tarafindan kanlanir. Bu
arterlerdeki kan yaklagik 150 ml hacminde kan igerebilen intervilloz bosluklara bosalir ve
bu kan dakikada 3-4 defa degisir. Intervilloz bosluktaki kan basinci spiral arterdeki kan
basincindan ¢ok daha diisiiktiir [ 19]. Yiiksek basingla gelen kan, intervilloz bosluklarin derin
kisimlarina, koryon plagina dogru akar. Basinci diisen kanin akis1 yavaslar, boylece yavas
akim ile villuslart gegen maternal kan ile fetal kan arasinda metabolit ve gaz gegisi saglanir.
Maternal kanin plasentadaki bu dolasimi endometriyal venler araciligi ile sonlanarak

maternal dolagima geri doner [24].
2.3. Plasenta Histolojisi

Plasenta maternal ve fetal kisimlardan meydana gelen, maternofetal ve fetomaternal
degisimin oldugu gegici fakat fetal gelisim i¢in 6nemli olan bir organdir. Bu degisim
stirecinde fetal kan ile maternal kan karigsmaz. Plasentadaki koryonik villuslar, madde
gecisini  saglayan temel yapilardir. Farkli villus ¢esitleri bulunmasina ragmen
sinsityotrofoblast, sitotrofoblast (Langhans hiicreleri), trofoblast bazal membrani, villus
stromasi1 ve fetal damar yapilar1 tiim koryonik villus ¢esitlerinde bulunan temel unsurlardir

[25].
2.3.1. Villus Yapisi

Sinsityotrofoblast

Villus yiizeylerini kaplayan ve maternal kan ile dogrudan iligskide olan, 6zellesmis epitel
hiicreleridir. Bu hiicreler, villus yapilarinda devamlilik gosterir ve trofoblastlardan
farklilagirlar. Gestasyonun 28. haftasinda kapladiklar1 alan 5 m? iken termdeki plasentada
11-12 m?ye ulasir [26]. Sinsityum maternofetal gecis siirecinde katabolik reaksiyonlar,
protein ve lipid sentezi, gaz ve su ge¢isi, kolaylastirilmis glukoz taginimi, aktif aminoasit
tasinimi gibi 6nemli aktivitelerde yer alir. Ayrica hCG, insan koryonik somatotropin (hCS),
insan plasental laktojen (hPL) ve insan biiylime hormonu (hGH) bu hiicre grubundan

salgilanir. Sinsityotrofoblastta ¢ok sayida maternofetal temas ylizeyini arttiran apikal



mikrovillus yapist bulunur [25]. Sinsityotrofoblast, mitotik aktivite gostermeyen, hiicre
smirlart belirli olmayan ¢ok niikleuslu bir yapidir. Iyi derecede gelismis Golgi kompleksi,
cok sayida mitokondriyon, graniillii ve diiz endoplazma retikulumu, yag damlaciklar
bulunur [19]. Gebelik siiresince kalinlig1 giderek incelir ve bazi alanlarda tek sirali bir yap1
halini alir. Plasental villus kesitlerinde sinsityal niikleuslarin birikim gosterdigi trofoblastik

alanlar mevcuttur. Bu alanlara sinsityal diigiim ad1 verilir [25].

Sitotrofoblast (Langhans hiicreleri)

Mitotik aktivitesi olan farklilagsmamis trofoblast hiicreleridir. Bu hiicreler kaynasir ve
biyokimyasal farklilasma gostererek multiniikleuslu sinsityotrofoblast tabakasini olusturur.
Sitotrofoblast hiicreleri invazyon yetenekleri ile uterusu invaze ederek maternal dokunun ve

spiral arterlerin yeniden modellenmesinde gorev alir [25, 27].

Gebeligin erken donemlerinde sayica fazla olan ve devamlilik gdsteren bir tabaka iken
ilerleyen zamanla birlikte incelir ve bir kism1 yok olur [24]. Isik mikroskobunda hiicre
sinirlar belirli kiiboidal, polihedral veya oval sekilli olarak goriiliirler. A¢ik renkli boyanan
Okromatik niikleusa sahip bu hiicre tabakasinda iyi gelismis Golgi kompleksi, ¢ok sayida
ribozom ve endoplazma retikulumu bulunur [25, 28]. Sitotrofoblastlar birbirleri ile
kaynasarak sinsityotrofoblastlara farklanma stirecinde hiicre dongiisiinden ¢ikma, hiicre
membran ayrigsmasi, niikleus, sitoplazma ve organellerin kaynasmasi asamalarindan gegerek
sinsityum tabakasin1 meydana getirir. Bu siireci tetikleyen neden bilinmemekle birlikte
diizenli regiile olan bir sinyal yolagi, stres kaynakli bir aktivasyon veya sinsityum

tabakasinin yenilenmesi ihtiyacinin farklilagsmaya sebep olabilecegi diisiiniilmektedir [29].

Villus stromasi

Trofoblast bazal membrani tarafindan trofoblast epitel hiicrelerinden ayrilir. 20-50 nm
kalinligindaki bazal membran, tip-4 kollagen, heparan siilfat, laminin ve fibronektin igerir.
Bag doku lifleri, bag doku hiicreleri ve fetal damarlar villus stromasinda bulunan yapilardir.
Villus stromasi, sitotrofoblastlara desteklik saglar ve maternal-fetal dolasim arasinda
filtrasyon bariyeri olarak gorev yapar. Stromada bulunan farklilasmamis mezensimal stroma
hiicreleri gebeligin ilk 2 ayi igerisinda yogun sekilde bulunurken ilerleyen zamanlarda kok
villuslarda ve bazi immatiir intermediyer villuslarda bulunur. Ikinci ayin sonunda
mezensimal stroma hiicreleri farklilasarak uzantilar1 olan fibroblastlara doniisiir. Gebeligin

son donemlerinde mezensimal hiicreler miyofibroblastlara farklilagirlar. Bu hiicreler



villuslarda perivaskiiler kontraktil kiliflar olusturarak, villus turgorunu regiile eder ve
intervilloz boslugun boyutlarini etkileyerek maternal intervilloz kan basincini ayarlar. Bu
hiicrelerin yani1 sira villus stromasinda mast hiicreleri, plazma hiicreleri ve retikiiler hiicreler

de bulunur [25].

Hofbauer hiicreleri

Villus stromasinda bulunan plasental antijen sunan hiicrelerdir. Gebeligin 18. giiniinde
ortaya ¢ikan bu hiicreler fetal kokenli olup villus spesifik makrofajlardir [29]. Plasental
immiin reaksiyonlarinda gérev alan Hofbauer hiicreleri, antijen ile karsilastiginda patojenleri
fark eden spesifik yiizey reseptorlerinin ifadesini arttirir [19]. Membran yiizeyinde bulunan
immunoglobulin reseptorleri ve major histokompatibilite kompleks (MHC) ifadeleri diger
makrofaj hiicreleri ile ortaktir. 10-30 um capinda villus stromasinda izole olarak bulunan,
biiylik, yuvarlak, oval, bobrek seklinde veya yildiz seklinde goriilen, eksantrik yerlesimli
niikleusa sahip hiicrelerdir. Gebeligin erken donemlerinde vakuollii bir sitoplazmaya

sahipken, ge¢ donemlerde graniiler bir yapiya sahiptir [25, 30].

1903 yilinda tanimlanan Hofbauer hiicreleri, aktif olarak fagositoz yapar ve
sitoplazmalarinda ¢ok sayida asit fosfataz ve bir¢ok graniil iceren lizozom yapilar1 vardir.
Mitokondriyon, Golgi kompleksi, graniillii ve diiz endoplazma retikulumu yogun olarak
bulunan organellerdir. Hofbauer hiicresi, plasentanin yasina veya plasentada bulunan
patolojilere gore gebelik boyunca degisen heterojen bir popiilasyona sahiptir. Gebeligin
erken donemlerinde villus stromasi sivi igerik yoniinden zengin oldugu i¢in bu hiicrelerin
ayirt edilebilmesi kolaydir. ilerleyen dénemlerde stroma yapisi daha yogun bir hal
aldigindan morfolojik olarak ayirt edilmesi zorlasir. Ancak yapilan ¢alismalar, termdeki
villuslarda bulunan stroma hiicrelerinin % 401 Hofbauer hiicrelerinin olusturdugunu

gostermistir [29].

Hofbauer hiicrelerinin plasentadaki en 6nemli islevi fetusun immunolojik savunmasini
saglamak ve vertikal patojen gecisini engellemektir. Toll benzeri reseptor 4 (TLR-4)
patojenlerdeki lipopolisakkarit (LPS) varligini taniyan ve dogal immun yanitin olugmasini
saglayan TLR ailesine ait bir molekiildiir. Bu reseptdr ailesi proinflamatuar sitokinlerin ifade
edilmesinde gorev alan transkripsiyon aktivasyonunu saglar. Hofbauer hiicrelerinin TLR-4
ifade ettigi gosterilmis ve bu hiicrelerin plasental bariyer kapsaminda dogal immun yanitin
olusmasinda yer aldig1 diisiiniilmektedir [31, 32]. Ayrica Hofbauer hiicreleri ile yapilan

immunohistokimyasal c¢aligmalar interferon o'nin varligin1 gostererek bu hiicrelerin
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enfeksiyonlara karsi plasentay1 korumada rol alabilecegini diistindiirtmiistiir [29]. Hofbauer
hiicrelerinin Fc resptorlerine sahip oldugu gosterilmistir. Maternal immunoglobulin gegisi,
humoral bagisiklik ve yenidogani enfeksiyonlardan korumak i¢in onemlidir. Hofbauer
hiicrelerinde ifade edilen, IgG secilimi ve transferinde rol oynayan IgG Fc kismina spesifik
reseptorlerin (FcyRs) varligr bu hiicrelerin immun komplekslere karst koruma sagladigini

distindiirmektedir [29, 33].

Hofbauer hiicrelerinin yerlesim gosterdikleri alanlara bakildiginda trofoblast farklilagmasi
ve anjiyogenez regiilasyonunda yer aldigi disiliniilmektedir. Tam olarak mekanizmasi
bilinmemekle beraber yapilan aragtirmalar Hofbauer hiicrelerinin vaskiiler endotelyal
biiytime faktorii (VEGF), fibroblast biiyiime faktorii (FGF), vaskiilotropin gibi anjiyogenik
faktorler salgiladiklarint gostermistir. Endotelyal mitojen 6zellikte bir molekiil olan VEGF,
anjiyogeneze katki saglamanin yani sira endotel proliferasyonu, hiicre migrasyonu ve
apoptozis inhibisyonu gibi yolaklarda da gorev alan Onemli bir faktordiir. Hofbauer
hiicrelerinin varligt CD14 ve CD68 antikorlar1 kullanilarak immunohistokimyasal olarak
saptanir. CD68 ve CD31 antikoru ile ayn1 anda yapilan immunohistokimyasal boyamalarda
villus merkezinde Hofbauer hiicreleri ile anjiyogenik hiicre kordonlar1 ve primitif vaskiiler

tiiplerin birbirlerine yakin yerlesimlerde oldugu gosterilmistir [9, 29, 34].

2.3.2. Villus cesitleri

Plasentanin temel yapist olan villuslar sahip olduklar1 baz1 degiskenlere gore alt gruplara
ayrilmiglardir. Gegmiste bir¢ok farkli siniflandirma yapilmis olsa da; glinlimiizde Kaufmann
ve arkadaglarinin villus agacindaki yerlesimine, c¢apina, islevine, stromal ve vaskiiler

yapisina gore yaptigi siniflandirma kullanilmaktadir [25, 29].

Mezensimal Vvillus

Villus c¢esitleri arasindaki en primitif villus ¢esidi olan mezensimal villus tersiyer
villuslardan olusur. Diger tiim villuslarin 6nciilii olan bu yapilar genel olarak gebeligin erken
donemlerinde yaygin olarak bulunur. Gelisimin ilk 8 haftas1 yiiksek oranda bulunan
mezensimal villuslar termdeki plasentada bulunan toplam villus alaninin % 1'ini olusturur.
Gebeligin erken doneminde bulunan mezengimal villuslarin ¢apr 120-250 um iken villus
agacinin biiyiimesiyle beraber terme dogru sayis1 azalan bu villuslarin ¢ap1 60-100 um'dir

[25].

Kalin bir trofoblast tabakasina sahip olan mezensimal villuslarda sitotrofoblast hiicreleri
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yogun olarak bulunur. Gevsek bir yapida olan villus stromast kollagen lif, fibroblast ve
birka¢ Hofbauer hiicresi icerir. Gebeligin ilk donemlerinde villus proliferasyonunda gorev
alir. Ayrica maternofetal gecis ve endokrin aktivitesi islevlerine de dahil olur. Diger villus
cesitlerinin gelismesiyle beraber mezengimal villuslarin sayisi azalirken islevsel 6nemi de

azalir [25, 29].

Immatiir intermediver villus

Intermediyer villus yapilar, kék villuslar ile periferde bulunan villus dallar1 arasinda
bulunur. Gebeligin 8. haftasindan sonra mezengimal villuslarin gelismesi ile olusur ve
gebeligin sonuna kadar bu villus ¢esidine rastlanir. Genel olarak immatiir plasentalarda 14
ile 20. haftalar arasinda daha yaygin olarak goriiliir. Termdeki bir plasentada % 5-10
oraninda goriilen villus ¢esididir. Villus c¢ap1 ¢ogunlukla 100-200 pm'dir fakat biiyiik
villuslarda 400 pm capa kadar bu deger ¢ikabilir. Immatiir intermediyer villus zamanla kék

villus ¢esidine farklanir [25].

Kalin bir trofoblast tabakasi ile ¢evrelenen bu villus ¢esidinde retikiiler bir stroma bulunur.
Sivi igeren stromada stromal kanallar yer alir. Bu alanda Hofbauer hiicreleri ile Langhans
hiicreleri yaygin olarak gortliir. Villus yapilarinin gelismesi slirecinde immatiir intermediyer
villuslar yeni villus olusumlarinin meydana gelmesi i¢in merkezi bir rol oynar. Plasentanin
biiylimesi ve gelismesiyle birlikte olusan yeni villuslar ya kok villuslardan ya da immatiir
intermediyer villuslardan farklanir. Terminal villuslarin olgunlagma siireci tamamlanana

kadar olan siirecte gaz ve besin gegisini bu villus ¢esidi saglar [25, 34].

Matiir intermediver villus

Terminal villus 6nciilii olan matiir intermediyer villus, tiglincii trimestirde mezensimal villus
yapisindan gelisir. Genel olarak uzun ve silindir seklinde olan matiir intermediyer villus
yapis1 gebeligin 32-34. haftalarinda daha yuvarlak bir sekil alir. Gebelik siiresince {igiincii
trimestirde yaygin olarak goriiliir ve term plasentanin % 25 ini olusturur. Cap1 80-150 um
arasinda degisir. Villus merkezi diizenli yerlesim gostermeyen bag doku lif demetlerinden
ve bag doku hiicrelerinden olusur. Matiir intermediyer villus ¢esidinde yaklasik % 50
oraninda bir vaskiilarizasyon vardir. Yiiksek oranda var olan vaskiilarizasyon maternofetal

gecisi saglikl bir sekilde saglar [25].

Villus stromasinda kii¢iik terminal arteriyoller, birgok kapiller ve veniil toplama kanallar
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bulunmaktadir. Isik mikroskobunda damarlarin tunika media veya adventisya tabakasi ayirt

edilemez [25, 29].

Terminal villus

Plasental gelisimin son asamasinda varli§ini arttiran terminal villus, termde plasentanin %
40-50' sini meydana getirir. Intermediyer villuslar aracilig1 ile kok villuslara baglanan iiziim
benzeri, villus agacindaki son dallanmalardir. Olgun bir terminal villus ¢ap1 60 pm'dir. Az
oranda bag doku lifleri ve nadir sayida Hofbauer hiicreleri bulunduran bu villus ¢esidinde

vaskiiler yapilar yaygin olarak goriiliir [25].

Villus stromasinda pek ¢ok kapiller olusum ve oldukga dilate siniizoidler bulunur. Ancak bu
sinuzoidler kesintisiz endotel ve bazal laminaya sahip oldugu i¢in karaciger, dalak ve kemik

iligindeki siniizoid yapilarindan farklidir [25].

Ince bir bazal membran tarafindan ayrilan villus fetal kapillerler ile sinsityotrofoblastlarin
arasindaki maternal fetal difflizyon mesafesi yaklasik olarak 3,7 um'dir. Bu mesafe maternal
ve fetal gecisler icin plasentada bulunan yapilar arasinda en uygun yerdir. Bu yiizden
terminal villus gelisiminde meydana gelen sayisal ve morfolojik bir yetersizlik intraplasental
oksijen miktarin etkileyerek fetal gelisimde goriilebilecek olumsuzluklarla iliskilidir [25,

34, 35].
Kok Villuslar

Immatiir intermediyer villuslardan gelisen bu villuslar gelisimin 8. haftasindan sonra
goriilmeye baslanir. Gebelik siiresince en yogun olarak rastlanilan donem % 20-25 oraninda
bulundugu termdir. Kok villuslar genel olarak 150-300 um ¢apinda bulunurlar [25]. Yogun
bir fibroz stroma ve bulunduklar1 konuma gore arter ve ven yapilar1 veya arteriol ve veniil
yapilarina sahiptirler. Ayrica stromasinda fibroblast ve az sayida Hofbauer hiicreleri de
vardir. Kok villuslar kalin bir trofoblast tabakasi ile kaplidir. Stromada bulunan vaskiiler
yapilarda tunika adventisya tabakasi ayirt edilebilir. Villus merkezinde bulunan

miyofibroblastlar damar ¢evresinde bir perivaskiiler kilif olusturur [29].

Kok villuslarin plasentadaki gorevi villus agacina desteklik saglamaktir. Plasentanin fetal
maternal madde gegisi veya hormon iiretme gorevlerindeki rolii ¢ok azdir. Kok villuslar

yapilarindaki farkliliga gore 4' e ayrilir:

Truncus chorii (ana kok villus); koryonik plak ile baglantilidir.
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Rami chorii; koryonik plak yakinlarinda bulunan 4 nesile kadar gelisen kisa, kalin

dallardir.

Ramuli chorii; villus agacinin periferine dogru uzanan, daha silindirik bir yapiya

sahip, 2 - 30 nesil ¢ogalabilen gatal sekilli dallardir.

Tutucu (anchoring) villus; sitotorofoblast hiicre gruplari ile bazal plaga tutunur [29].

2.4. Trofoblast Farkhilasmasi

Implantasyon ile baslayan plasentasyon siireci, fetal gelisim i¢in gerekli olan iyon, metabolit,
oksijen ve atik transferini saglamak amaci ile hem morfolojik hem de islevsel olarak gelisen
bir durumdur. Plasentasyon boyunca trofoblastlar ve maternal hiicreler proliferasyon,

invazyon ve farklilasma agamalarinin bulundugu karmasik bir siiregten gecer [36].

Gebeligin ikinci trimestrinde fetusun artan gereksinimlerini saglamak i¢in plasenta hizla
genisler. Bu siirecte villus agact meydana gelir ve farkli tiplerde villuslar olusur.
Plasentasyon siirecinde trofoblastlar iki yolak {izerinden farklilagirlar. Villus trofoblastlar,
mononiiklear yapida olan ve mitotik yetenege sahip sitotrofoblastlardan multiniikleer yapida
ve mitoz aktivitesi olmayan sinsityum tabakasini olusturan sinsityotrofoblastlara
farklilagirlar. Olusan sinsityotrofoblastlar, maternal fetal madde gec¢isinde gorev alir ve
plasentanin endokrin islevini yerine getirmesine katki saglar. Sinsityotrofoblastlar,
sitotrofoblastlarin ¢cogalmasi ve farklilagsmasi ile yenilenir ve sinsityum tabakasi biiyiir.
Ekstravilloz trofoblastlar, sitotrofoblastlarin c¢ogalmasi ve desiduaya go¢ etmesiyle

endometriyumun yeniden modellemesi ve vaskiilarize olmasini saglar [36, 37].

Sitotrofoblast farklilasmasi ortamda bulunan oksijen, hiicrelerarast matriks, sitokinler,
biiyiime faktérleri ve hormonlar tarafindan diizenlenir. Ozellikle hiicre membran fiizyonu ve
hiicrelerin islevsel olarak farklilagmas1 estradiol, glukokortikoidler ve insan koryonik

gonadotropin tarafindan tetiklenir [36, 38].

Farklilagma siirecinde, membran fiizyonu morfolojik farklilasmanin gergeklesmesi icin
onemli bir asamadir. Sitotorofoblastlarin birlesmesinde ve sinsityumu olusturmasinda yer
alan faktorler tam olarak bilinmemekle birlikte bazi molekiillerin bu siiregte arttig
gosterilmistir. Siklik adenozin monofosfat (cAMP), fosfatidilserin doniisiimii, kaspaz-8,

Konneksin 43 (CX 43) ve kadherin 11 trofoblast hiicre flizyonunu etkileyen faktorlerdendir
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[39]. Ayrica EGF, graniilosit makrofaj coloni-tetikleyici faktor (GM-CSF), makrofaj varlig
ve VEGF farklilasmayi tetikleyen molekiillerdir. Doniistiiriicti biiylime faktorii 1 (TGF-1),
endothelin, LIF, ve hipoksik ortam farklilasma siirecini baskilar [36]. Ayrica Twistl, Zebl,
Claudin 1 ve 4 plasenta gelisiminde etkin olan diger molekiillerdir [15]. Yapilan ¢aligmalar
Twistl'in E-kaderin ve glial cells missing-1 (GCM1)'in hiicre i¢indeki protein ifadelerini
regiile ederek sitotrofoblast fiizyonunda rol aldigini gostermistir [40, 41]. Ayrica Ets-1
molekiiliiniin de trofoblast invazyonunda ve farklilasmasinda yer aldig1 gosterilmistir [14,

42].
Ets-1

Plasentanin gelisim siirecinde trofoblast farklilagmasi biiyiik 6nem tasir. Sitotorofoblastlar
sinsityotrofoblastlara farklanirken bir¢ok molekiiliin ifadesinde cesitli regiilasyonlar
meydana gelir. Bu siiregte ifadesi artan transkripsiyon faktorlerden biri de v-ets avian
erythroblastokist viriis E26 onkogen homologu (ETS) transkripsiyon faktor ailesinin bir
iiyesi olan ve ayrica lenfoid seri, miyeloid seri, merkezi sinir sistemi ve kemik gelisiminde
etkin ETS-1"dir [43]. Proto onkogen olarak da bilinen ETS-1, matriks metalloproteinaz ve
kollagenaz gibi hiicrelerarasi matriksin diizenleniminde rol alan proteinlerin kodlanmasinda
yer alan transkripsiyon faktoriidiir [44]. Arastirmacilar gebeligin ilerleyen aylarinda saglikli
plasentalarda ETS-1 protein ifadesinin azaldigini gostermislerdir [42]. Ayrica ETS-1
transkripsiyon faktoriiniin insan trofoblast hiicre farklilasmasini indiikledigi primer hiicre
kiiltliri kullanilarak hem mRNA hem de protein diizeyinde yapilan calismalarla ifade

edilmigtir [14].

2.5. Vaskiilogenez ve Anjiyogenez

Vaskiilogenez ve anjiyogenez damar olusumunda yer alan iki farkli yolaktir. Bu yolaklarin

makenizmalar1 ve regiilasyonlar1 birbirinden farklidir.

Vaskiilogenez, gelisimin erken donemlerinde fibroblast biiyiime faktorii 2'nin (FGF2) etkisi
ile pluripotent mezensimal hiicrelerin hemanjiyoblastlara farklanmasi ile baglar. Kok hiicre
ozelligi tasityan hemanjiyoblastlar anjiyoblastlara ve hematopoietik hiicre Onciillerine
farklanir. VEGF varliginda bu hiicreler primitif endotel yapilarini olusturur. Boylece
plasentada yer alan damarlar de novo olarak ortaya ¢ikar. Ilk endotel tiiplerinin olusmasi ve

VEGF, FGF reseptorlerinin aktive olmasiyla birlikte damar olusum siireci vaskiilogenezden
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anjiyogeneze geger. Vaskiilogenez yaklasik olarak gelisimin 15-32. giinlerinde gergeklesir

[17, 30].

Anjiyogenez var olan damarlardan yeni damarlarin gelismesi ile meydana gelen bir siiregtir.
Bu gelisme damarlarin yeni dallar olusturmasi veya longitudinal olarak uzamasi seklinde
olur. Anjiyogenez siireci gelisimin 32. giiniinden baslayip terme kadar devam eder. Plasental
vaskiiler ag yapilanmasi gelisim ilerledikge doguma kadar genislemesini ve yeniden
modellemesini devam ettirir. {1k trimestir ve ikinci trimestirin baslarinda yavas olan damar
gelisimi 25. haftadan sonra hizla artar ve terme ulastiginda yaklasik 550 km uzunlugunda
oldugu goriiliir. Bu siirecte meydana gelen olaylar ii¢ siiregte ele alinabilir. Gelisimin 15. ve
32. giinleri arasinda periferal kapiller olusumu geriler ve merkezi kdk damarlar gelisir.
Gelisimin 32. giinii ile 25. haftas1 arasinda dallanma seklindeki anjiyogenez artarak kapiller
agin1 olusturur. Dallanma olmayan anjiyogenez terminal kapiller dongiisiinii olugturur [34].
Villus malformasyonlar1 ile anjiyogenez dallanmalar1 arasinda iligki vardir. Yiiksek oksijen
basinci ve postplasental hipoksi durumunda terminal villuslarda dallanma olmayan
anjiyogenez yaygindir. Diisiik oksijen basinci ile preplasental ve utreroplasental hipoksi
varliginda dallanan anjiyogenez yaygin olarak meydana gelir. Normal basinca etkin kalan
saglikli plasentada ise dallanan ve uzayan sekilde meydana gelen anjiyogenez olaylari
dengelidir [29, 45]. Yapilan c¢aligmalarda, disiik oksijen seviyesinin oldugu hipoksi
durumlarinda trofoblastlarin farklilasma silirecinde durma meydana geldigi goriilmiistiir.
Preeklampsi gibi  hipoksik durumlarin ortaya c¢iktig1 patogenezlerde trofoblast
farklilagmasimin azaldigi, sitotrofoblastlarin uterusu tam anlami ile invaze edemedigi,
vaskiiler yeniden modellemenin basarisiz oldugu ve bunun sonucunda plasental
kanlanmanin azaldigi gosterilmistir. Saglikli fetal gelisimin plasentada gergeklesen

anjiyogenez regiilasyonu ile baglantili oldugu diistiniilmektedir [20, 34, 46].

Hem vaskiilogenez hem de anjiyogenez yolaklari siki bir sekilde kontrol edilir. Trofoblastlar,
Hofbauer hiicreleri, perisitler ve endotel hiicreleri anjiyogenik faktorlerin ifade edilmesinde
onemlidirler. VEGF, FGF ve Anjiopoetin gibi protein ifadeleri vaskiilogenezin ve
anjiyogenezin regiilatorleridir [34]. VEGF anjiyogenik faktorler arasinda en ¢ok arastirilan
ve en yaygin olarak bilinen faktdrlerden biridir. Mitojenik etkisi ile endotel proliferasyonunu
tetikleyerek yeni kapiller filizlenmesine sebep olur. Ayrica VEGF, nitrik oksit iiretimini
indiikleyerek damar dilatasyonuna sebep olur [47, 48]. VEGF; damar olusumu, yara
iyilesmesi, kardiyovaskiiler hastaliklar ve kanser gibi farkli durumlarda aktif olan bir sinyal

molekiiliidiir [49-51]. Kanser hiicresi, makrofaj, platelet, keratinosit, renal mezangial hiicre
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gibi bir¢ok farkli hiicre tipinde VEGF f{iretilir [52].

Platelet Endotel Hiicre Adezyon Molekiili-1 (PECAM/CD31)

Endotel hiicreleri, anjiyogenez durumunda hiicre-hiicre baglantilar1 kurar, sinyal
molekiillerinin varliginda go¢ eder, perivaskiiler hiicrelerarasi matrikste ¢ogalarak yeni
kapiller aglar1 olusturur. Bu siire¢te adezyon molekiilleri 6nemli rol oynar. Endotel hiicreleri
adezyon molekiilii olan, vaskiiler endotel kaderin ve platelet endotel hiicre adezyon
molekiilii-1 (PECAM/CD31) proteinlerini iiretirler. Immunoglobulin ailesine ait olan
membran glikoproteini PECAM/CD31, genellikle lateral plasma membraninda bazale yakin
olarak konumlanir. Molekiiler agirligi 130 kDa olan PECAM/CD31, hem homofilik hem de
heterofilik adezyona aracilik etme Ozelligine sahiptir. Yapilan ¢alismalar PECAM/CD31
inhibe edildiginde in vitro tlip olusumunun ve si¢an korneal anjiyogenezin bloklandigini
gostermistir [53]. Anjiyogenez belirteci olarak da kullanilan CD31'in kanser dokusu, bobrek,
karaciger, akciger ve plasenta gibi farkli dokularda ifade edildigi immunohistokimyasal

yontemler ile gosterilmistir [9, 54, 55].

2.6. Diabetes Mellitus

Glinlimiizde artan hareketsiz yasam ve diizensiz beslenmenin etkisi ile toplumumuzda
diyabet goriilme siklig1 giderek artmaktadir [5]. 2004 yilinda yayimnlanan bir ¢aligmada
diyabet prevalans1 2000 yilinda % 2,8 iken 2030 yil1 i¢in 6ngoriilen oran % 4,4’tiir. Bu
oranlar 2000 yilinda 171 milyon kisiyi ifade ederken, 2030 yilinda bu rakamin 366 milyona
ulasacagi tahmin ediliyor. Obezite prevalansi sabit kalmasina ragmen diyabet prevalansinin

artmasi bu konudaki arastirmalara 6nem verilmesi gerektigini gosteriyor [56]

Diyabet metabolik bir hastalik olup, kalitsal olabilir veya sonradan gelisebilir. Insulin
tiretimindeki eksiklik ya da yetersizlik veya iiretilen insiilinin etkili olmamas1 sebebi ile
kandaki glukoz seviyesi artar. Dolasimda bulunan yiiksek konsantrasyondaki glukoz
seviyesi uzun siire devam ederse goz, kalp, bobrek, sinir sistemi ve kan damarlarinda islev

bozukluguna ve ileri donemde organ kayiplarina sebep olur [57, 58].

Son yayinlanan Amerikan Diyabet Dernegi tan1 kriterlerine gore agiklanamayan kilo kaybi,
yorgunluk, polidipsi ve poliiiri varlifinda rastgele Olgiilen kandaki glukoz
konsantrasyonunun > 200 mg/dl olmasi veya aclik (8 saat kalori alinmamasi) glukoz

degerinin > 126 mg/dl olmas1 veya oral glukoz testinde 75 gr seker verilmesinden 2 saat
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sonra glukoz konsantrasyonunun > 200 mg/dl olmast durumunda diyabet tanist konulur [58,
59].

Diabetes Mellitus (DM) etiyolojik olarak 4 farkli diyabet tipine ayrilir; tip-1 DM (T1DM),
tip-2 DM (T2DM), gestasyonel DM (GDM) ve diger 6zgiin diyabet tipleri [58].

2.6.1 Tip-1 diabetes mellitus

Pankreasta bulunan B-hiicrelerinin yikilmalar1 sebebi ile meydana gelen ve yagsamin devami
icin insiilin alinmasi gereken diyabet tipidir. Pankreas insiilin itiretemedigi i¢in ketoasidoz

veya koma gelismesini 6nlemek amaciyla insiilin alimi ¢ok dnemlidir.

Immun-aracili diabetes mellitus (immune-mediated DM) tip-1 diyabetin sik rastlanan, her
yasta ortaya cikabilen, klasik seklidir. Hiicre-aracili otoimmun reaksiyon sonucunda
pankreatik B-hiicrelerinin yikimi ve insiilin liretilememesi ile agiklanan bir patolojidir. Hiicre
yikimi her kiside ayn1 hizda olmaz, genel olarak ¢ocuklarda hizli bir yikim olurken,

yetiskinlerde daha yavas oldugu goriiliir [60].

Tip-1 DM altinda degerlendirilen diger diyabetik patoloji ise idiyopatik olarak ifade edilen
etiyolojisi veya herhangi bir otoimmun belirtisi bulunamayan tip-1 DM formudur. Tip-1

diyabeti olan kisilerin ¢ok az1 idiyopatik diyabete sahiptir [58].
2.6.2 Tip-2 diabetes mellitus

Toplumda en yaygin olarak goriilen diyabet tipidir. Insiilin bagimsiz diyabet olarak da ifade
edilir. Gegmiste prevalansi genel olarak yetiskinler arasinda iken giiniimiizde ¢ocuklarda ve
gencler arasinda da sik rastlanmaya baglamistir [61]. Bunun sebebi olarak ¢cocukluk ¢aginda
hareketsiz yasamin ve obezitenin artmasi olarak goriilmektedir. Bu yiizden fazla kilolu

cocuk ve genglerin tip-2 diyabet taramasindan gegirilmesi tavsiye edilir [62].

Tip-2 diyabet patolojisinde organlarda insiilin direnci goriiliir, insiilin tiretimi azalir ve son
asamasinda B-hiicrelerinde yikim meydana gelir. Bazi hastalarda uzun yillar hi¢ bir belirti
goriilmez. Bazi hastalarda hastaligin  baslangic  evresinde insiilin  kullanimi
gerekmeyebilirken, bazi hastalarda mikrovaskiiler ve makrovaskiiler komplikasyonlar
gelisebilir. Yas, fiziksel aktivite azlig1, gestasyonel diyabet gegmisi ve obezite tip-2 diyabet
riskini arttiran faktorlerdir. Tip-2 diyabet genetik, cevresel ve davranigsal risk faktdrlerinin

birbiri ile olan iligkisine bagli olarak gelisir [60, 63].
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2.6.3 Spesifik tip diyabetler

Etyolojik olarak diger diyabet tipleri altinda degerlendirilmeyen 6zel diyabet tipleri
mevcuttur. Pankreas yaralanmalari, pankreatektomi veya pankreatit gibi ekzokrin pankreas
hastaliklar1 sonucunda diyabet ortaya c¢ikabilir. Genetik kaynakli B-hiicresi islev
bozukluklari ve insiilin etki bozukluklari gibi durumlarda diyabet goriilebilir. y-interferon,
glukokortikoidler, B-adrenerjik agonistleri ve tiroid hormonlari gibi ilag ve kimyasal
maddeler diyabeti indiikleyebilir. Konjenital rubella, sitomegaloviriis gibi enfeksiyon
hastaliklar1 diyabeti tetikleyebilir. Akromegali, Cushing sendromu gibi endokrinopatiler
diyabete sebep olabilir. Ayrica Down sendromu, Turner sendromu, miyotonik distrofi gibi

genetik anomaliler diyabet ile iligkili olabilir [58].

2.6.4 Gestasyonel diabetes mellitus

Gebeligin ikinci ve t¢lincii trimestirinde ortaya ¢ikan hiperglisemi durumudur. Artan
maternal yas, obezite prevalansi ile gestasyonel diabetes mellitus (GDM) goriilme siklig
artar. GDM, anne ve bebek i¢in sezeryan, makrosomia ve neonatal hypoglisemia gibi siddetli

komplikasyonlara sebep olur [64].

Gestasyonel diyabeti, gebeligin tetikleyebilecegi gibi gebelik dncesinde tanist konulmayan
tip-2 diyabet de gebelikle birlikte ortaya ¢ikabilir. Gestasyonel diyabet varligi gebelikten
sonra ortadan kalkip yiiksek olan glukoz seviyesi normal glukoz seviyesine donebilir veya
hiperglisemi varligi devam edebilir. Gestasyonel diyabet tanisinin konulabilmesi igin 24-28.
haftalarda kandaki glukoz seviyesine bakilir. Tani kriteri Hiperglisemi ve Olumsuz Gebelik
Sonuglar1 (Hyperglycemia and Adverse Pregnancy Outcome) calismasindan elde edilen;
FPG > 92 mg/dl, 75 gr glukoz yiiklemesi yapildiktan 1 saat sonra plazma glukoz
konsantrasyonu > 180 mg/dl veya 2 saat sonra plasma glukoz > 153 mg/dl oldugu
degerlerdir. Hiperglisemik ortam gebelik sona erdikten sonra normal degerlere doner veya

tip-2 diyabete donerek kronik bir hal alir [62].

Gebelik siirecinde gestasyonel diyabetli baz1 gebelerin dogan ¢cocuklarinda bazen ¢ok kilolu
veya obez olma, yiiksek kan basinci, insiilin direnci, bozulmus glukoz toleransi ve
dislipidemi gibi patogenezler ortaya ¢ikmaktadir. GDM tedavisi i¢in gebelere fiziksel
aktivite, uygun diyet ve oral antidiyabetik ajanlar verilir. Yapilan egzersizler, GDM riskini
azaltir [60].
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2.6.5 Maternal diyabet ve plasenta

Gebelik stiresince kontrol altina alinmayan maternal diyabet durumlarinda plasenta genisler,
kalinlasir ve pletorik bir hal alir. Ayrica Rizzo ve ark. (1995) sonografik olarak incelenen
fetal kardiyak aktivite ve kan akisinin degistigini ve bu degisimin fetal kardiyak hipertrofinin

bir sonucu olabilecegini belirtmistir [29, 65].

Gebelikte var olan diyabette plasental villus yapilari tam olarak olgunlasmayabilir. Villus
yapilarindaki trofoblast sayisinda goriilen artisin, trofoblast proliferasyon insidansinin

arttigina dair bir gosterge olabilecegi diisiiniilmektedir [29, 66].

Diyabetik gebeliklerde, dogum agirligi normal gebeliklere gore daha fazla olabilir. Bunun
sebebi olarak plasentayr gecen glukozun olusturdugu hiperglisemik ortama yanit olarak
fetusun salgiladigi insiilin miktarin1 arttirmasi ve Langerhans adaciklarinin hiperplaziye

ugramasi oldugu arastirmacilar tarafindan diisiiniilmektedir [29].

Maternal diyabet, plasenta ve umbilikal damarlarda tromboz olusumu ile iligkilidir. Ayrica
GDM'li plasentalarda fazla miktarda enzimatik olmayan glikozilasyon, tip IV kollagen artisi

ile bazal membran kalinlasmasi goriiliir [29].

2.7. Hipotez

Plasenta, gebelikte dnemli bir endokrin isleve sahiptir. Ayrica fetal gelisim plasentanin
kontrolii altindadir. Bu yiizden ¢esitli sistemik hastaliklarin, patolojilerin plasenta gelisimine
etki ederek fetal gelisimi etkileyebilecegi diisiiniilmektedir. Gebelikte kontrol altina
allmmayan veya 1yi kontrol edilemeyen diyabetik durumlarda preeklampsi, respiratuvar
distres sendromu, hipertrofik kardiyomiyopati, abortus ve enfeksiyon riskinde artis gibi
durumlar ortaya ¢ikmaktadir. Hiperglisemik durumda plasentada meydana gelen patolojik
degsikliklerin bu gibi fetal endikasyonlara sebep olabilecegi diistiniilmektedir [67]. Bu
baglamda, amacimiz tip-2 ve gestasyonel diyabetli gebe plasentalarinda olusabilecek
degisiklikleri degerlendirmek ve bunlarin fetal gelisim {izerine etkilerini dogum agirhigs,
plasental agirlik ve gebelik siiresi gibi Olgiitler ile saglikli gebelerden elde edilecek

bulgularla karsilastirmali olarak yorumlamaktir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calisma, TC. Saglik Bakanhigi Zekai Tahir Burak Kadin Sagligi Egitim ve Arastirma
Hastanesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan alinan 11/2017 karar nolu etik kurul onay1
alinarak yapildi. Calismada, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’nda miadinda sonlanmis tekil gebeliklerden elde edilen plasenta d6rnekleri
kullanildi. Calismada kullanilan doku orneklerinin saglanmasi i¢in dogum Oncesinde
goniillii gebelere, yiiriitiilen ¢alisma ile ilgili bilgi verilerek bilgilendirilmis goniillii olur
formu onaylatildi. GDM tanisi, gebeligin 24—28. haftalar: arasinda yapilan 75 gr oral glukoz
tolerans testi (OGTT) ile konuldu. Klinik veriler tibbi kayitlardan elde edildi.

Calisma saglikli ve gestasyonel diyabetli gebe gruplarinda 15’er, tip-2 diyabetli gebe
grubunda 8 kisi olacak sekilde iic gruptan olusmakta ve toplam 38 plasenta Ornegi

icermektedir.

Grup 1: (n=15) Kan glukoz diizeyi normal degerlerde olan saglikli gebeler.

Grup 2: (n=8) Gebelik oncesi Tip-2 Diabetes Mellitus (T2DM) tanis1 konulan ve insiilin
tedavisi alan gebeler.

Grup 3: (n=15) Gebelikte Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) tanisi konulan ve diyetle
regiile edilen gebeler.

e Kronik hipertansiyon

e Bobrek hastaligi

e Preeklampsi

e Intrauterin gelisme geriligi
e Fetal anomalisi olan ve

e intrauterin 6liim olgulari calisma dis1 birakilmustir.

Dogumdan hemen sonra alinan plasenta 6rnekleri tartildiktan sonra histolojik inceleme icin
maternal tarafta bulunan, normal yapidaki kotiledonlardan disseksiyon yapilarak % 10’luk
notral formalin soliisyonuna konuldu. Yine ayni bolgeden alinan diger doku ornegi de
Western blot yonteminde kullanilmak {izere serum fizyolojik ile yikandiktan sonra siv1 azot
ile hizli dondurma yontemi uygulandi ve protein izolasyonu yapilana kadar -80 °C’de

muhafaza edildi.
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3.1 Histolojik Boyama Yontemleri

Plasentada meydana gelen morfolojik degisimleri incelemek amaci ile alinan doku 6rnekleri
% 10’luk notral formalin ile 72 saat tespit edildikten sonra en az 18 saat akan su altinda
formalinden uzaklastirildi. Bu dokular rutin histolojik takip amaci ile % 70, % 80, % 90, %
96 ve % 100 alkol serilerinden gegirilerek sudan uzaklastirildi. Seffaflandirma islemi igin

ksilolde bekletildikten sonra uygun sicakliktaki parafine gomiilerek bloklar elde edildi.

Elde edilen bloklardan Leica RM2245 (Almanya) marka mikrotom kullanilarak 4 pm
kalinliginda kesitler alindi. Belirli sicakliktaki su banyosundan histolojik boyamalar i¢in

rodajli lama, immiinohistokimyasal boyamalar i¢in poly-L-lizin kapli lama kesitler alindu.

3.1.1 Hematoksilen-Eozin (HE) boyama yontemi

Plasentada meydana gelen histolojik degisimleri incelemek amaci ile Hematoksilen-Eozin

boyamasi yapilmstir.

— Rodajli lam iizerindeki kesitler deparafinizasyon yapilmasi amaci ile 37 °C
sicakliktaki etiivde gece boyunca kaldiktan sonra etiiv 1sis1 57 °C’ye ylikseltilerek
deparafinizasyon islemini tamamlamak icin 1 saat daha bekletildi.

— Buislemin devaminda kesitler 3 defa 20°ser dakika boyunca ksilolde bekletildi.

— Rehidratasyon amaci ile % 100, % 90, % 80, % 70 ve % 50 etil alkol serilerinde 10
dakika bekletildi.

— Kesitler kurutulduktan sonra 10 dakika boyunca akan musluk suyu altinda yikanarak
alkolden uzaklastirildi.

— 12 dakika boyunca Harris hematoksilen soliisyonunda bekletildikten sonra akan
musluk suyu altinda 10 dakika stiresince yikandi.

— Kesitler %3’liik glasiyel asetik asit ile alkol karisimina 2-3 defa batirilip ¢ikarilarak
akan musluk suyu altinda 10 dakika yikandi.

— 12 dakika boyunca Eozin soliisyonunda bekletildikten sonra 10 dakika boyunca akan
musluk suyu ile yikandi.

— Dehidratasyon amaci ile % 50, % 70, % 80, % 90 ve % 100 olarak hazirlanan etil
alkol serilerinden hizl bir sekilde gegirilerek 45 dakika boyunca ksilolde bekletildi.

— Son asama olarak lamlar entellan kullanilarak kapatildi.



23

3.1.2 Periyodik asit shiff (PAS) boyama yontemi

Tip-2, gestasyonel diyabetli ve saglikli gebelerden alinan 6rneklerden hazirlanan parafin

bloklardan 4 pm kalinliginda kesitler alind.

— Rodajli lam iizerindeki kesitler deparafinizasyon yapilmasi amaci ile 37 °C
sicakliktaki etiivde gece boyunca kaldiktan sonra etiiv 1s1s1 57 °C’ye yiikseltilerek
deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in 1 saat daha bekletildi.

— Daha sonra kesitler 2 defa 5’er dakika boyunca ksilolde bekletilerek
deparafinizasyon islemi sonladirildi.

— 2 defa 3 dakika boyunca % 100’liik etil alkolde bekletildikten sonra sirasty ile % 90,
% 80 ve % 70 olarak hazirlanan etil alkol serilerinden gegirildi.

— Kaesitler distile su ile ¢alkalandiktan sonra % 0,5'lik Periyodik asit soliisyonunda 10
dakika boyunca bekletildi.

— Dabha sonra distile su ile ¢alkalandi ve periyodik asit soliisyonu uzaklastirildi.

— Schiff reaktifinin bulundugu soliisyon i¢inde 20 dakika boyunca bekletildi ve sonra
sodyum metabisiilfit ile 2 defa 5 dakika boyunca yikandi.

— Sonrasinda 10 dakika boyunca akan musluk suyunda yikama yapildi.

— 10-15 saniye siiresince Harris Hematoksilen ile boyanan kesitler akan musluk suyu
ile yikanda.

— Lamlar azalan alkol serilerinden geg¢irildikten sonra ksilolde bekletilip entallan ile
kapatildi. Hazirlanan kesitler bilgisayar destekli LAS V 4.9 (Almanya) goriintiilii

analiz programinda incelenerek degerlendirildi.

3.1.3 Masson’nun iiclii boyama yontemi

Tip-2, gestasyonel diyabetli ve saglikli gebelerden alinan orneklerden hazirlanan parafin

bloklardan 4 um kalinliginda kesitler alindi.

— Rodajli lam {izerindeki kesitler deparafinizasyon yapilmasi amaci ile 37 °C
sicakliktaki etlivde gece boyunca kaldiktan sonra etiiv 1s1s1 57 °C’ye ylikseltilerek
deparafinizasyon islemini tamamlamak icin 1 saat daha bekletildi.

— Buislemin devaminda kesitler 2 defa 5’ser dakika boyunca ksilolde bekletildi.
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— 2 defa 3 dakika boyunca % 100’liik etil alkolde bekletildikten sonra % 90, % 80 ve
% 70 olarak hazirlanan etil alkol serilerinden gecirildi.

— Kesitler kurutulduktan sonra 10 dakika boyunca akan musluk suyu altinda yikanarak
alkolden uzaklastirildi.

— Kesitler boyamaya hazir hale geldikten sonra Atom Scientific BIOSTAIN Masson
Trichrome Stain Kit — Methly Blue (Code: RRSK20-100) kiti 6nerilen protokole gore
uygulandi.

— Weigert Hematoksilen soliisyonu Haematoxylin Weigert’s A ve Haematoxylin
Weigert’s B soliisyonlar1 esit hacimde karistirilarak hazirlandi.

— Kesitler suyla yikandiktan sonra PAP Pen ile sinirlar1 belirlendi ve Weigert’s Demirli
Hematoksilen ile 25 dakika boyunca ¢ekirdek boyamasi yapildi.

— Ardindan dokular % 1’lik asit alkol soliisyonu ile yikandi.

— Yikanan kesitler Ponceau Fuchsin soliisyonu ile 5 dakika boyama yapildi ve
deiyonize su ile yikandi. Kesitler Fosfotungustik asitte 13 dakika tutularak
mordantlastirildi.

— Yikama yapilmadan 15 dakika Metil Blue ile boyandi ve sonrasinda suda yikandx.

— Alkol serilerinden gegirilerek ksilole alindi ve entellan ile kapatildi.

— Deney sonunda niikleuslar mavi-siyah; sitoplazma ve kas kirmizi; kollagen lifler

mavi olarak gézlemlendi.

3.1.4 immiinohistokimyasal boyama yontemi

Plasenta orneklerindeki trofoblast gelisimi, Hofbauer hiicreleri ve anjiyogenez olaylarinin
incelenmesi amaciyla ETS-1, CD68 ve CD31 antikorlar1 kullanilarak immunohistokimyasal

boyama yapildi.

— Poly-L-lizin kapl lama iizerindeki kesitler deparafinizasyon yapilmasi amaci ile 37
°C sicakliktaki etiivde gece boyunca kaldiktan sonra etiiv 1s1s1 57 °C’ye yiikseltilerek
deparafinizasyon islemini tamamlamak i¢in 1 saat daha bekletildi.

— Bu islemin devaminda kesitler 2 defa 20°ser dakika boyunca ksilolde bekletildi.

— Rehidratasyon amaci ile % 100, % 90, % 80, % 70 ve % 50 etil alkol serilerinde 10
dakika boyunca bekletildi.

— Dokular igerdikleri alkolden uzaklastirilmak amaci ile 2 defa 5’er dakika boyunca
distile suda bekletildi.
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— Dokular EDTA tamponu (pH 8,0) (Cat: AP-9004-500, ThermoScientific, Fremont,
USA) kullanilarak 1s1 ile indiiklenmis epitop retrival islemi yapildi. Retrival
asamasindan sonra kesitler oda sicakliginda 20 dakika boyunca sogumaya birakildu.

— Dokulardaki EDTA’y1 uzaklastirmak amaci ile 2 defa 5’er dakika distile su ile
yikama yapildu.

— Dokular PAP-pen ile simirlandirilarak immiinohistokimya barina koyuldu ve 3 defa
3’er dakika boyunca PBS (Phosphate Buffer Saline) (pH:7,4) ile yikandi.

— Dokular 15 dakika boyunca %3’lilkk hidrojen peroksit (Cat: TA-125-HP,
ThermoScientific, Fremont, USA) ile inkiibe edildi ve sonra PBS ile lamlar 3 defa
3’er dakika boyunca yikandi.

— Yikamanin ardindan 5 dakika UltraV block (Cat: TP-125-HL, Thermo Scientific,
Fremont, USA) uygulanarak, antikorlara 6zgiin olmayan baglanmalar bloklandi.

— Bloklamadan sonra dokular yikanmadan, 1/500 oraninda diliisyon hazirlanan CD68
(ABCAM, abl125212), 1/200 oraninda diliisyon hazirlanan CD31 (ABCAM,
ab28364) ve 1/100 oraninda diliisyon hazirlanan ETS-1 (ABCAM, ab26096) primer
antikor ile +4 °C derecede 1 gece inkiibe edildi.

— Inkiibasyon sonrasinda lamlar 3 defa 3’er dakika boyunca PBS ile yikandi.
Yikamanin ardindan 10 dakika biotinli sekonder antikor (Cat:TP-125-HL, Thermo
Scientific) uygulanda.

— PBS ile yikanan dokular 10 dakika streptavidin peroksidaz enzimi (Cat:TP-125-HL,
Thermo Scientific) ile inkiibe edildi. Sonrasinda 3 defa 3’er dakika boyunca PBS ile
yikama yapildu.

— Hazirlanan Diaminobenzedin (DAB) (Cat: TI-125-HD, Thermo Scientific)
sollisyonu ile 5-10 dakika inkiibe edildi ve immiin reaksiyon varlig1 gortildiikten
sonra reaksiyon durduruldu.

— Zemin boyasi olarak Mayer’in hematoksilen’i kullanildi.

— Lamlar azalan alkol serilerinden gegirildi ve 20 dakika ksilolde bekletildi.

— Dokular entallan ile kapatildiktan sonra LAS V 4.9 (Almanya) goriintiilii analiz

programinda incelenerek degerlendirildi.
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3.2 Western Blot Yontemi

Tip-2 ve gestasyonel diabetes mellitus’un plasentada sebep oldugu degisiklikleri protein

diizeyinde gozlemleyebilmek amaci ile Western Blot yontemi kullanildi.

— Dogumdan sonra plasenta elde edilir edilmez alinan 6rnekler serum fizyolojik ile
yikandiktan sonra siv1 azota atilip, dondurulup -80 °C 'de saklandi. Daha sonra kiigiik
parcalar halindeki 6rnekler TPER (Tissue Protein Extraction Reagent) (Cat:78510,
ThermoScientific) liziz tamponu kullanilarak prob sonikatér ile (5 sn 40 amplitiit, 4
kez) homojenize edilip 14000 g, 10 dakika +4 °C sentrifiij edilerek supernatant
kismindan proteinler elde edildi.

— Elde edilen proteinlerin Bradford yontemi kullanilarak konsantrasyonlar1 belirlendi.
Hazirlanan SDS-PAGE jeline tiim 6rnekler ayni1 konsantrasyonda yiiklenerek 100
voltta jelde yliriitme islemi yapildi.

— Daha sonra membrana transfer islemi yapildi. Bu islemden sonra membran 1 saat
oda sicakliginda %35 oraninda TBS-T (Tris Buffered Saline-Tween 20) ile hazirlanan
yagsiz siit igcinde blokloma amaci ile salland1. Bloklama isleminden sonra 3 defa 5'ser
dakika boyunca TBS-T ile yikandu.

— Yagsiz siitiin i¢ine alinan membran hazirlanan; 1/500 oraninda CD68 (ABCAM,
ab125212), 1/500 oraninda CD31 (ABCAM, ab28364) ve 1/350 oraninda ETS-1
(ABCAM, ab26096) primer antikor ile +4 °C derecede 1 gece inkiibe edildi.

— Sonrasinda 3 defa 5'ser dakika boyunca TBS-T ile yikanip uygun sekonder antikor
ile 1 saat oda sicakliginda sallandi. Membran 3 defa 5'ser dakika TBS-T ile
yikandiktan sonra ECL Western Blot Substrate kiti ile hazirlanip BioRad ChemiDoc

goriintiileme sistemi ile goriintiilemesi ve densitometrik analizi yapildi.

3.3 istatistiksel Yontem

Deney sonuglarindan elde edilen veriler GraphPad Prism 5 programi kullanilarak analiz
edildi.

Saglikli, gestasyonel diyabetli ve tip-2 diyabetli gebelerden olusan 3 grubun tanimlayici
istatistikleri ortalama £+ SD ile sunuldu. Verilere Shapiro-Wilk testi uygulanarak normal
dagilima uygunlugu belirlendi. Parametrik verilerin degerlendirilmesinde One-Way

ANOVA ve sonrasinda post hoc Tukey testleri uygulandi. Nonparametrik verilerin
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degerlendirilmesinde Kruskal Wallis testi ve ardindan post hoc Dunn’un ¢oklu karsilastirma
testi uygulandi.

Hofbauer hiicre degerlendirmesi igin her kesitten rastgele secilen 6 alandaki CD68
immiinpozitif hiicreler Image J programi kullanilarak sayildi. Villus stromasindaki pozitif
hiicreler sayilirken, intervillus bosluk ve damar igindeki pozitif hiicreler sayima dahil

edilmedi [10].

CD31 ile villuslardaki damarlanma degerlendirmesi i¢in her kesitten rastgele segilen 5 farkli
alanda 20 villus stromasindaki damarlar sayild1 ve villus alan1 (1000 pm?) ile normalize
edilerek Image J programi ile degerlendirildi [68].

ETS-1 degerlendirmesi i¢in her kesitten rastgele secilen 6 alandaki sinsityotrofoblast
hiicrelerinin tutulum yogunlugu semikantitatif olarak 0 (immiinreaktivite yok), 1 (zayif
immiinreaktivite), 2 (orta diizeyde immiinreaktivite), 3 (kuvvetli diizeyde immiinreaktivite)
seklinde skorlandirildi. Degerlendirme sinsityotrofoblastlarin skorlanmasi ile yapildi, villus

bag dokusunda bulunan immiinpozitif hiicreler dahil edilmedi [11].
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4. BULGULAR

4.1 Hastalarin Klinik Ozellikleri

Kontrol, T2DM ve GDM gruplarinda ortalama maternal yas 28,2+4; 31,444 ve 34,2+5;
gebelik haftasi 38 h 5 g£1,37h4 g+1 ve 38 h 4 g+1; dogum agirligi 3371+484 gr, 3587+621
gr ve 34974347 gr; plasenta agirliklart 574,5+94 gr; 697+09 gr ve 649,8+155 gr (sirasi ile)
olarak belirlendi. istatiksel degerlendirmede; GDM grubunda maternal yas, kontrol grubuna
gore anlamli olarak yiiksek bulundu (p< 0.01). HbA1C (%) degerlerinin T2DM grubunda
GDM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde yiiksek oldugu saptandi (p<0.05).

Cizelge 4.1 Klinik Ozellikler

Kontrol (n:15) | Tip-2 DM (n:8) | GDM (n:15)
Maternal yas (y1l) 28,2 +4 31,444 34 245%*
Gebelik Haftasi 38h 5 g+l 37h 4 g+l 38h4 g+l
Dogum agirhg (gr) 3371+484 3587+621 34974347
Plasenta agirh@: (gr) 574,5+94 697,4+117 649,8+155
HbA1C (%) - 6,1+0,9* 5,17+0,5

4.2 Isik Mikroskobik Bulgular

4.2.1 Hematoksilen-Eozin bulgular

Kontrol grubuna ait plasentalarin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitlerinde, kok
villuslar, serbest villuslar, villus stromasi, stroma igindeki kapillerler, villus stromal hiicre
cekirdekleri ve perivilloz aralik normal yapi ve diizenlenimde goriildii (Resim 4.1-4.2).

T2DM grubuna ait plasentalarin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitlerinde villus
kapiller varliginda artis, endovilloz kapillerlerde konjesyon ve dilatasyon, sinsityal
diiglimlerde ve fibrinoid yapisinda artis ve perivilloz aralikta ekstravazasyon saptandi
(Resim 4.3-4.4).

GDM grubuna ait plasentalarin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitlerinde villuslarda
o0dem, hiperkapillarizasyon, endovilloz kapillerlerde konjesyon ve dilatasyon, sinsityal
diiglimlerde ve fibrinoid yapisinda artis ve perivilloz aralikta ekstravazasyon saptandi
(Resim 4.5-4.6). GDM grubu ile T2DM grubu birbirleri ile karsilastirildiginda, GDM
grubunda biraz daha yogun bir kapillarizasyon oldugu goriilirken T2DM grubunda daha
yogun fibrinoid yapisi ile sinsityal diigiim varlig1 dikkat cekti.



Resim 4.1 Kontrol grubuna ait plasenta dokusunun HE ile boyanmis enine kesiti. Kok villus
(KV), serbest villus (SV), villus stromasi1 (VS), perivilloz aralik (PA) goriilmekte
(Hematoksilen-Eozin, x100)

2 T —]

Resim 4.2 Kontrol grubuna ait plasenta dokusunun biiyiik biiytitmede HE ile boyanmis enine
kesiti. Villus stromas1 (VS), kapiller (K), perivilloz aralik (PA), stromal hiicre
cekirdekleri, sinsityotrofoblastlar (SST) goriilmekte (Hematoksilen-Eozin,
x400)
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Resim 4.3 Tip-2 diabetes mellitus grubuna ait plasenta dokusunun HE ile boyanmis enine

kesiti. Endovilloz kapillerlerde konjesyon ve dilatasyon (%), fibrinoid yapisinda
(A) artig, perivilloz aralikta ekstravazasyon (#) goriilmekte (Hematoksilen-
Eozin, x100)

Resim 4.4 Tip-2 diabetes mellitus grubuna ait plasenta dokusunun HE ile boyanmis biiyiik
biliylitmede enine kesiti. Sinsityal diigiimlerde artis (=*), endovilloz kapillerlerde

konjesyon (%), perivilloz aralikta ekstravazasyon (#) goriilmekte
(Hematoksilen-Eozin, x400)
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Resim 4.5 Gestasyonel diabetes mellitus grubuna ait plasenta dokusunun HE ile boyanmis
enine kesiti. Endovilloz kapillerlerde konjesyon ve dilatasyon (=), fibrinoid
yapisinda (A) artis, perivilloz aralikta ekstravazasyon (#) ve

hiperkapillerizasyon (%) goriilmekte (Hematoksilen-Eozin, x100)

Resim 4.6 Gestasyonel diabetes mellitus grubuna ait plasenta dokusunun HE ile boyanmig
biiyiik biiylitmede enine kesiti. Villuslarda 6dem (%), endovilloz kapillerlerde
konjesyon (®®), sinsityal diigiimlerde (=) ve fibrinoid yapisinda (A) artig
goriilmekte (Hematoksilen-Eozin, x400)
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4.2.2 Periyodik asit schiff (PAS) bulgulari

Kontrol grubuna ait plasentalarin PAS ile boyanmis kesitlerinde villus bazal membraninin

normal kalinlikta oldugu izlendi (Resim 4.7-A).

T2DM grubuna ait plasentalarin PAS ile boyanmis kesitlerinde biiyiik biiyiitmede kontrol
grubuna gore villus kapiller ve sinsityotrofoblast bazal membranin kontrol grubuna gore

daha belirgin oldugu goriildii (Resim 4.7-B).

GDM grubuna ait plasentalarin PAS ile boyanmis kesitlerinde biiyiik biiyiitmede kontrol
grubuna gore daha kalin sinsityotrofoblast bazal membran varlig1 tespit edildi. Ayrica villus
stromasinda PAS pozitif alanlarin kontrol grubuna gore daha belirgin oldugu gériildii. GDM
ve T2DM grubu karsilastirildiginda GDM grubunda sinsityotrofoblast bazal membran

kalinlasmasinin T2DM grubuna gore daha belirgin oldugu dikkat ¢ekti (Resim 4.7-C).

Resim 4.7 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunun PAS ile boyanmis enine kesiti.
Kontrol grubuna gére T2DM ve GDM gruplarinda belirgin bir sekilde artmis
kapiller ve trofoblast bazal membran (—) kalinlig1 goriilmekte (PAS, x400)
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4.2.3 Masson’un ii¢liit boyama bulgular

Kontrol grubuna ait plasenta dokusunun biiyiik biiyiitmede goriilen Masson’un {i¢lii boyama
yontemi ile boyanmis kesitlerinde villus bag dokusu ve kollagen lif dagiliminin normal

yapida oldugu goriildii (Resim 4.8-A).

T2DM grubuna ait plasenta dokusunun Masson’un i¢lii boyama yontemi ile boyanmis

kesitlerinde kontrol grubuna gore kollagen lif yogunlugunun arttigi gériildii (Resim 4.8-B).

GDM grubuna ait plasenta dokusunun Masson’un i¢lii boyama yontemi ile boyanmis
kesitlerinde ise hem kontrol hem de T2DM grubuna gore villus stromasinda daha yogun
kollagen lif yapist izlendi (Resim 4.8-C).

Resim 4.8 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunun Masson’un iiglii boyasi ile
boyanmis enine kesiti. Kontrol grubuna gére T2DM ve GDM gruplarinda
belirgin bir sekilde artmis kollagen lif (4) yogunlugu goériilmekte (Masson’un
ticlii boyamasi, x200)
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4.3 immiinohistokimyasal Bulgular
4.3.1 CD68 bulgusu

Hofbauer hiicrelerini isaretlemek amaciyla makrofaj belirteci CD68 ile yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonucunda kiiclik biiyiitmede kontrol grubunda villus
stromasinda az sayida CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicresi oldugu goriildii (Resim 4.9-A).
Kontrol grubuna ait plasenta 6rneklerinin biiyiik biiyiitmesinde T2DM ve GDM gruplari ile
karsilagtirildiginda az sayida CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicre bulundugu dikkat ¢ekti
(Resim 4.10-A).

T2DM grubuna ait plasenta drneklerinde kontrol grubuna gore daha fazla sayida CD68
immiinpozitif Hofbauer hiicresi belirlendi (Resim 4.9-B). T2DM grubuna ait plasenta
orneklerinin biiylik biiyiitmesinde GDM grubuna gore villus stromasinda daha az CD68

immiinpozitif Hofbauer hiicre sayisi oldugu goriildii (Resim 4.10-B).

GDM grubuna ait plasentalarda kontrol grubuna gore daha fazla CD68 immiinpozitif hiicre
oldugu goriildii (Resim 4.9-C). Bu gruba ait plasenta orneklerinin biiyiik biiyiitmedeki
goriintiilerinde Hofbauer hiicresinde CD68 immiinpozitivitesinin diger gruplara gore daha
fazla oranda bulunan 6demli villus yapilarinda oldugu dikkat ¢ekti (Resim 4.10-C). GDM
ve T2DM gruplan karsilastirildiginda ise GDM grubunda daha fazla Hofbauer hiicresi

bulundugu belirlendi.

CD68 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen morfometrik
verilerde kontrol, T2DM ve GDM gruplarinda Hofbauer hiicre sayisi 24,26 + 5,6;
47,58+12,67; 52,2849,1 (swras1 ile ortalama+SD ) olarak belirlendi. T2DM ve GDM
gruplarindaki CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicre sayisinin kontrol grubuna gore anlamli
bir sekilde daha fazla oldugu belirlendi (p<0,001). GDM grubunda bulunan Hofbauer hiicre
sayisinin T2DM grubuna gore anlamli olarak daha fazla sayida oldugu tespit edildi (p<0,05)
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicre sayisi (ortalama+SD, *p<0,05; ***p<0,001)

Cizelge 4.2 CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicre degerlendirmesi

Kontrol T2DM GDM
Ortalama 24,27 47,58 52,28
Standart Sapma 5,62 12,67 9,10
Medyan 24 49 52
Maksimum 36 70 80
Minimum 13 26 37
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Resim 4.9 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusundaki Hofbauer hiicrelerinde CD68
immiinreaktivitesi. Gestasyonel ve Tip-2 diabetes mellitus gruplarinda kontrol
grubuna gore artmis CD68 immiinpozitif Hofbauer hiicre sayisi (kirmizi ok)
goriilmekte (DAB-Hematoksilen, x200)
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Resim 4.10 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunun biiyiik biiyiitmedeki Hofbauer
hiicrelerinde CD68 immiinreaktivitesi. Gestasyonel diabetes mellitus grubunda
kontrol ve Tip-2 diabetes mellitus grubuna gore daha fazla CD68 immiinpozitif
Hotbauer hiicre varlig1 (kirmizi ok) goriilmekte (DAB-Hematoksilen, x400)
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4.3.2 Platelet Endotel Hiicre Adezyon Molekiilii-1 (PECAM/CD31) bulgusu

Endotel belirteci olan platelet endotel hiicre adezyon molekiili-1 (PECAM/CD31) ile
yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucu elde edilen goriintiilerde kontrol grubunun
damar endotel hiicrelerinde CD31 immiinreaktivitesi oldugu saptandi (Resim 4.11-A, 4.12-
A).

T2DM grubuna ait plasenta Orneklerinin CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal
boyamasinda kontrol grubuna gore kapiller endotel hiicrelerinde daha kuvvetli CD31
immiinreaktivitesi oldugu dikkat g¢ekti (Resim 4.11-B). T2DM grubuna ait plasenta
orneklerinin biiyiik biiylitmesinde endotel hiicrelerinde, kontrol grubuna gore artmis CD31
immiinreaktivitesi izlenirken, GDM grubuna gore daha az immiinreaktivite oldugu

saptanmustir (Resim 4.12-B).

GDM grubuna ait plasentalarda CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda
kontrol grubuna gore kapiller endotel hiicrelerinde daha fazla immiinreaktivite oldugu
goriildii (Resim 4.11-C). Bu gruba ait plasenta Orneklerinin biiylik biiylitmesinde
kapillerlerdeki endotel hiicrelerinde diger gruplara gore daha kuvvetli CD3l1

immiinreaktivitesi oldugu belirlendi (Resim 4.12-C).

GDM ve T2DM gruplarn karsilagtirildiginda ise biiylik biiylitmede GDM grubunda T2DM
grubuna gore damar endotel hiicrelerinde CD31 immiinreaktivitesinin daha kuvvetli oldugu

ooriildii (Resim 4.12-B, 4.12-C).

CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen morfometrik
verilerde kontrol, T2DM ve GDM gruplarinda villus stromasindaki villus alani ile normalize
edilmis kapiller sayis1 1,7 = 0,6; 2,6+0,7; 2,5+0,8 (siras1 ile ortalama+SD ) olarak belirlendi.
T2DM ve GDM gruplarindaki kapiller sayisinin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde
daha fazla oldugu belirlendi (p<0,001). GDM grubundaki kapiller sayis1 ile T2DM
grubundaki kapiller sayist arasinda anlamli bir fark goriilmedi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Villus stromasinda bulunan kapiller sayisi (ortalama+SD, ***p<0,001)

Cizelge 4.3 CD31 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen
morfometrik veriler. Villus alani ile normalize edilmis kapiller sayisi

Kontrol T2DM GDM
Ortalama 1,7 2,6 2,5
Standart Sapma 0,6 0,7 0,8
Medyan 1,6 2,6 2,4
Maksimum 4,2 4.4 6,2
Minimum 0,1 1,0 1,0
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Resim 4.11 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunda endotel hiicrelerindeki CD31
immiinreaktivitesi. Gestasyonel ve Tip-2 diabetes mellitus gruplarinda kontrol
grubuna gore damar endotel hiicrelerinde artmig CD31 immiinreaktivite (kirmizi
ok) goriilmekte (DAB-Hematoksilen, x200)
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Resim 4.12 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunun biiyiik biiylitmedeki endotel
hiicrelerinde CD31 immiinreaktivitesi. Gestasyonel diabetes mellitus grubunda
kontrol ve Tip-2 diabetes mellitus grubuna gore endotel hiicrelerinde daha
kuvvetli CD31 immiinreaktivite (kirmizi ok) goriilmekte (DAB-Hematoksilen,
x400)
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4.3.3 ETS-1 bulgusu

Sitotrofoblastlarin sinsityotrofoblastlara farklilagmasinda gorev alan ETS-1 ile yapilan
immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen goriintiilerde kontrol grubuna ait
plasenta 6rneklerinde sinsityotrofoblast hiicrelerinde zayif ETS-1 immiinreaktivitesi goriildii

(Resim 4.13-A, 4.14-A).

T2DM grubuna ait plasenta 6rneklerinde sinsityotrofoblastlardaki ETS-1 imminreaktivitesi
kontrol grubuna gore daha kuvvetli izlenirken, GDM grubuna gore daha zayif bir

immiinreaktivite gosterdigi belirlendi (Resim 4.13-B, 4.14-B).

GDM grubuna ait plasentalarda kontrol grubuna gore sinsityotrofoblastlarda daha kuvvetli
ETS-1 immiinreaktivitesi goriildii (Resim 4.13-C). Biiylik biyiitmede goriilen
sinsityotrofoblastlarda ETS-1 immiinreaktivitesinin hem kontrol hem de T2DM grubu ile
karsilastirildiginda daha kuvvetli oldugu dikkat ¢ekti (Resim 4.14-C).

ETS-1 ile yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda elde edilen veriler
semikantitatif yontem ile degerlendirildi. Elde edilen istatistik analiz sonucunda hem T2DM
hem de GDM gruplarinda sinsityotrofoblastlardaki ETS-1 immiinreaktivitesinin kontrol
grubuna gore daha kuvvetli oldugu belirlendi (p<0,001). GDM grubundaki ETS-1
immiinreaktivitesinin, T2DM grubuna gore istatistiksel olarak anlamli bir sekilde daha

kuvvetli oldugu goriildii (p<0,001; Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. ETS-1 immiinohistokimyasal boyamasinin semikantitatif olarak degerlendirmesi
(ortalama+SD, ***p<0,001)
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Resim 4.13 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusundaki sinsityotrofoblastlarda ETS-1
immiinreaktivitesi. Gestasyonel diabetes mellitus grubunda kontrol ve Tip-2
diabetes mellitus grubuna gore daha yogun ETS-1 immiinreaktivite (kirmizi ok)
goriilmekte (DAB-Hematoksilen, x200)
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Resim 4.14 Kontrol grubu (A), Tip-2 diabetes mellitus grubu (B) ve Gestasyonel diabetes
mellitus grubuna (C) ait plasenta dokusunun biiyiik biylitmedeki
sinsityotrofoblast hiicrelerinde ETS-1 immiinreaktivitesi. Gestasyonel ve Tip-2
diabetes mellitus gruplarinda kontrol grubuna gore daha kuvvetli ETS-1
immiinreaktivitesi (kirmiz1 ok) goriilmekte (DAB-Hematoksilen, x400)
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4.4 Western Blot Bulgusu

Toplanan plasentalardan Western Blot yontemi uygulamak icin alinan doku 6rnekleri sivi
azotta dondurularak protein izolasyonu yapilana kadar -80°C’de saklandi. Her bir antikor

icin birbirinden bagimsiz 3 tekrar yapildi.

GDM grubuna ait plasenta drneklerinde kontrol ve T2DM grubuna gore daha fazla CD68
ifadesi oldugu goriildii. T2DM grubuna ait plasenta 6rneklerinde kontrol grubuna gore daha

fazla CD68 ifadesi goriilirken GDM grubuna gore daha az oldugu belirlendi (Resim 4.15).

GDM ve T2DM gruplarmna ait plasenta drneklerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek
oranda CD31 ifadesi bulundugu dikkat ¢ekti (Resim 4.16).

GDM ve T2DM gruplarina ait plasenta 6rneklerinde kontrol grubuna gore daha yiiksek
oranda ETS-1 ifadesi bulundugu goriildii. GDM ve T2DM gruplari karsilagtirildiginda GDM
grubundaki 0rneklerde daha yiiksek ETS-1 ifadesi oldugu belirlendi (Resim 4.17).
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Resim 4.15 Western Blot analizi sonucunda Gestasyonel diabetes mellitus ve Tip-2 diabetes
mellitus gruplarinda kontrol grubuna gore artmig CD68 ifadesi goriilmekte
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Sekil 4.4. Western Blot yonteminin farkli 6rneklerle yapilan 3°1i tekrart ve GAPDH ile
normalize edilmis CD68 ifadesi goriilmekte
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Resim 4.16 Western Blot analizi sonucunda Gestasyonel diabetes mellitus ve Tip-2 diabetes
mellitus gruplarinda kontrol grubuna gore artmig CD31 ifadesi goriillmekte
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Sekil 4.5. Western Blot yonteminin farkli 6rneklerle yapilan 3°lii tekrar1 ve GAPDH ile
normalize edilmis CD31 ifadesi goriilmekte
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Resim 4.17 Western Blot analizi sonucunda Gestasyonel diabetes mellitus ve Tip-2 diabetes
mellitus gruplarinda kontrol grubuna gore artmis ETS-1 ifadesi goriilmekte
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Sekil 4.6. Western Blot yonteminin farkli 6rneklerle yapilan 3°1i tekrari ve p-aktin ile
normalize edilmis ETS-1 ifadesi goriilmekte



51

5. TARTISMA

Plasenta, gebelik boyunca fetusu fiziksel etkilerden korumanin yani sira anne ile fetus
arasinda madde geg¢isini saglamak, hormon salgilamak gibi gorevleri olan ve gelisime
dogrudan etki eden gegici bir organdir. Hemokoriyal tipte olan insan plasentasi, koryon
frondozum ve desidua bazalisten olusan fetal ve maternal iki kisimdan meydana gelir. Villus
yapilarinin bulundugu ve madde ge¢isinin saglandigi kisim koryon frondozum kismidir.
Plasentasyon siiresince; sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast hiicrelerinden olusan primer
Villuslar, ekstraembriyonik mezensimin villus merkezinde ortaya ¢ikmasi ile sekonder
villuslar ve villus stromasinda yogun vaskiiler yapilarin oldugu tersiyer villuslar meydana
gelir. Plasental vaskiilogenez ve ardindan meydana gelen anjiyogenez, maternofetal

dolasimin gergeklesmesi i¢in ¢ok dnemlidir [1, 19].

Metabolik bir hastalik olan diyabet, kalitsal olabilir veya sonradan gelisebilir. Insiilin
iiretimindeki eksiklik ya da yetersizlik veya iiretilen insiilinin etkili olmamas1 sebebi ile
kandaki glukoz seviyesi artar. Dolasimda bulunan yiiksek konsantrasyondaki glukoz
seviyesi uzun siire devam ederse goz, kalp, bobrek, sinir sistemi ve kan damarlarinda islev

bozukluguna ve ileri donemde organ kayiplarina sebep olur [57, 58].

Metabolik bir hastalik olan diabetes mellitus genetik kaynakli olabilecegi gibi cevresel
faktorlerin etkisi ile de gelisebilir. Yapilan arastirma sonuglar fiziksel aktivitenin diisiik
oldugu ve yiiksek kalorili yiyeceklere ulasimin kolay oldugu tilkelerde tip-2 diyabetin daha
yiiksek oranda goriildiiglinti ifade ediyor. Ayrica son dénemlerde ¢ocuklarda goriilen tip-2
diyabet sikliginin artmasi bu konu ile ilgili daha fazla ¢aligma yapilma ihtiyacini gosteriyor.
Amerikada yapilan ve 1999-2005 yillar1 arasin1 kapsayan bir ¢aligma sonucuna gére 2005
yilinda gestasyon Oncesi diyabet yayginligi 1999 yilina gore anlamli bir sekilde artmistir.
[69]. Gebe kadinlarin %5’inde gestasyonel diyabet goriiliir. Gebelikte degisen glukoz
metabolizmasi kaynakli olarak gebe kadinlarin aclik glukoz seviyesi gebe olmayan kadinlara
gore daha diisiikken, tokluk glukoz seviyeleri daha yiiksektir. Gebeligin ilk trimestirinden
sonra glukoz toleransi diismeye baslar ve plasentadan salgilanan hPL, hCG, glukagon,
kortizol gibi hormonlarin da etkisi ile fizyolojik insiilin direnci gelisir. Normoglisemi
durumunu muhafaza etmek i¢in iiretilen insiilin miktar1 yaklasik iki katina ¢ikar. Glukoz

seviyesinin muhafaza edilemedigi durumlarda gestasyonel diyabet gelisir [70].
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Fetal pankreasta, insiilin iiretilmeye basladiginda maternal hiperglisemiden kaynakl1 yiiksek
seviyedeki glukozu normal seviyeye diisiirmek igin, fetal pankreas daha fazla insiilin
iiretmeye baglar. Yogun insiilin ihtiyacini karsilamaya ¢alisan fetal pankreasta beta hiicresi
hipertrofisi meydana gelir. Ayrica yiiksek miktarda salgilanan insiilinin etkisi ile fetal
hiicreler, hiicre igine glukoz alimini arttirir. Bunun etkisi ile adipoz dokular artarken fetusta

makrozomi ortaya ¢ikabilir [71].

Calismamizda amacimiz tip-2 ve gestasyonel diyabetli gebe plasentalarinda olusabilecek
degisiklikleri degerlendirmek ve bunlarin fetal gelisim {izerine etkilerini dogum agirhigi,
plasental agirlik ve gebelik siiresi gibi Olciitler ile saglikli gebelerden elde edilecek

bulgularla karsilastirmali olarak yorumlamaktir.

Daskalakis ve digerleri (2008) saglikli ve gestasyonel diyabetli gebeleri maternal yas, fetal
dogum agirligi, gebelik siiresi, plasenta agirligr ve histopatolojik agidan degerlendirmek
amaci ile 40 saglikli ve 40 gestasyonel diyabetli gebeden plasenta ornekleri almiglardir.
Gruplar arasinda maternal yas ve fetal dogum agirligt arasinda anlamli bir fark
bulunmamistir. Kontrol grubunda GDM grubuna gore gebelik siiresinin daha uzun oldugu
belirlenmistir. Fetal/plasental agirlik oraninin GDM grubunda kontrol grubuna gére anlamli
olarak daha diisiik oldugu goriilmistiir [72]. Yapilan bazi ¢alismalarda maternal agirlik, fetal
agirlik, plasenta agirligi gibi klinik 6zellikler arasinda anlamli fark varligi gosterildigi gibi
baz1 ¢aligmalarda ise bu kriterler arasinda herhangi bir anlamli fark olmadig:1 da ifade
edilmistir [11, 72, 73]. Biz de ¢alismamizda, gruplar arasindaki maternal yas, gebelik haftasi,
dogum agirligi, plasenta agirligt ve HbAIC (%) iliskisini degerlendirdik. Maternal yas
ortalamast GDM ve T2DM gruplarinda kontrol grubuna gore daha yiiksek olarak belirlendi.
Ancak istatiksel analiz sonucunda sadece GDM grubunda bulunan gebelerin yas ortalamalar:
kontrol grubuna gore anlamli olarak daha yiiksek ¢ikt1 (p<0,01). Dogum agirligi ve plasenta
agirliklar: degerlendirildiginde ise her iki kriter i¢in de kontrol grubuna gére GDM ve T2DM
gruplarinda artis oldugu goriiliirken gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik bulunmadi.
Diyabetik durumlarda glisemik degeri izlemek i¢in kullanilan ve ortalama kan glukoz degeri
ile dogrudan iligkisi oldugu bilinen HbA1C (%)’ nin diyabetik kisilerde ytliksek degerlerde
oldugu bilinmektedir [74, 75]. Calismamizda, T2DM grubu ile GDM grubu
karsilagtirildiginda T2DM grubunun HbA1C (%) degeri anlamli olarak daha yliksek

bulunmustur.

Yapilan bir ¢alismada maternal diyabet kaynakli plasentada ortaya cikan plasental
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degisimleri incelemek amaci ile diyabetik gebe plasentalar: ile saglikli gebe plasentalarini
karsilagtirmiglardir. Diyabetik gebelerin plasentalar1 saglikli gebeler ile karsilastirildiginda
daha ¢ok sayida 6demli villus oldugu goriilmiistiir. Ayrica diyabetik gruptaki plasental
villuslarda hiicreselligin arttig1r belirlenmistir. Saglikli ve diyabetik gruplardaki villus
boyutlari incelendiginde anlamli bir fark olmadig1 goriilmiistiir. Diyabetik ve saglikli gebeler
arasinda goriilen koryonik villus morfolojisindeki farkliliklarin engellenmesi i¢in diyabet
patolojisinin kontrol altina alinmasinin gerekli oldugu ifade edilmistir [76]. Bizim
calismamizda da kontol grubu ile karsilastirildiginda gestasyonel ve tip-2 diyabet grubuna
ait plasentalarin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis kesitlerinde ¢ok sayida 6demli villus
varligi, hiperkapillarizasyon, sinsityal diigimlerde ve fibrinoid yapisinda artis gibi

morfolojik farkliliklar goriildii.

Normal fetal gelisim ve sag kalimin uygun gelisim ve islevsellige sahip plasenta ile baglantili
oldugu bilinmektedir. Diyabetik gebelik, fetal biiylime ve gelisme iizerinde bir¢ok farkli
etkiye sahip oldugundan, ¢alismalar yiiksek glisemik ortamin plasentay: nasil etkiledigine
odaklanmaktadir. Bu amagla, Treesh ve Khair (2015) diyabetik gebelerden alinan plasenta
ornekleri ile saglikli gebe plasentalarini histolojik olarak karsilastirmislar ve Hematoksilen-
Eozin, boyamasi sonucu elde ettikleri goriintiilerde koryonik villuslarda; artan kapiller say1s1
ve konjesyon varligi, fibrinoid artist ve villus 6demi saptamiglardir [73]. Calismamizda, HE
boyamasi sonucu elde ettigimiz bulgularda kontrol grubu ile karsilastirildiginda GDM ve
T2DM grubunda villuslarda 6dem varligi, villuslarda hiperkapillarizasyon, sinsityal
diiglimlerde ve fibrinoid yapisinda artis goriildii. Ayrica endovilloz kapillerlerde konjesyon,
dilatasyon ve perivilloz aralikta ekstravazasyon dikkat ¢ekti. GDM grubunda T2DM
grubuna gore villuslarda 6dem, endovillz hiperkapillarizasyon ve konjesyon varliginin

daha fazla oldugu belirlendi.

Maternal ve fetal dolasim arasindaki difiizyon bariyerinin; trofoblast, trofoblast bazal
membrani, bag dokusu, kapiller endotel bazal membran1 ve endotel hiicresinden olustugu
bilinmektedir [77]. Yapilan bir ¢alismada, saglikli ve diyabetik gebelerden alinan doku
ornekleri ile yapilan PAS ve Mallory’nin ii¢lii boyamasi sonucunda diyabetik gebelerde
sinsityotrofoblast bazal membran kalinlasmasi, villus intertisyal kollagen lif artis1 ve
glikojen birikimi oldugu gosterilmistir [72]. Calismamizda yaptigimiz PAS ve Masson’un
ticlii boyamas1 sonucunda GDM ve T2DM gruplarinda kontrol grubuna gore endotel ve
trofoblastik bazal membranda kalinlagma ile villuslardaki PAS pozitif alanlarda ve kollagen

lif varliginda artis oldugu saptandi. Isik mikroskobik bulgularimiz literatiirdeki yapilan
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calisma sonuglariyla uyumluluk gésterdi.

Plasenta yapisindaki hiicre tiplerinden olan Hofbauer hiicreleri plasental makrofajlardir. Bu
hiicrelerle ilgili bircok aragtirma olmasina ragmen plasentadaki vaskiilogenez ve
anjiyogenez siireglerindeki olasi rolleri ¢ok fazla arastirilmamustir. Bu amagla yapilan bir
calismada Hofbauer hiicrelerinin yerlesimleri ve sayilar ile villus merkezindeki vaskiiler
yapilarin iligkili olabilecegi ve bdylece bu hiicrelerin vaskiilogenez ve anjiogenez
olaylarinda rol oynayabilecegi ifade edilmistir. Calisma i¢in plasenta dokusu olarak ilk {i¢
ayda alian kiiretaj materyalleri kullanilmistir. Hofbauer hiicrelerinin ilkel damar olugumu
ile olan iliskisini gostermek amaci ile CD68 (makrofaj belirteci) ve CD31 (endotel belirteci)
ile ikili immunohistokimyasal boyama yapilmistir. Bunun sonucunda plasental villus
merkezinde Hofbauer hiicreleri ile anjiyogenik hiicre kordonlar1 ve ilkel vaskiiler tiipler
birbirlerine yakin yerlesim gostermislerdir. Sonu¢ olarak Hofbauer hiicreleri, vaskiiler
yapilar ile korelasyon gosterdiginden vaskiilogenez ve anjiyogenez siireglerinde yer aldig
diisiiniilmektedir [9]. Bizde calismamizda vaskiilarizasyon gibi plasenta gelisimi ve
islevselligi icin ¢ok 6nemli olan bu siirecte gorev aldig: diisiiniilen Hofbauer hiicrelerinin
diyabet varligindaki degisimini inceledik. Calismamizda diyabetik gruptaki gebelerin
plasentalarinda saglikli gebelere gore villus stromasinda daha fazla sayida CD68

immiinpozitif Hofbauer hiicresi oldugunu gordiik.

Vaskiilogenez ve anjiyogenez mekanizmalarinda yer aldig1 gésterilen Hofbauer hiicrelerinin
aynt zamanda villus yapisindaki trofoblast gelisiminde de etkin olabilecegi ifade
edilmektedir. Yapilan bir ¢calismada Hofbauer hiicrelerinin trofoblast hiicreleri tizerindeki
etkisini arastirmak amaci ile izole edilen trofoblast hiicreleri in vitro ortamda Hofbauer
hiicrelerinden elde edilen besiyerleri i¢inde biiylitiilmiis ve meydana gelen farkliliklar
arastirtlmistir. Villus stromasindan elde edilen Hofbauer hiicrelerinin besiyerine etkin
birakilan trofoblast hiicrelerinin normalden daha fazla hPL ve hCG iirettigi goriilmiistiir. Bu
sonuglara dayanarak Hofbauer hiicrelerinin hPL ve hCG iiretimini indiikleyerek trofoblast
gelisiminde rol oynadigi diisiiniilmektedir [78]. Biz de ¢alismamizda, literatiirde yapilan
caligmalarda birbirinden farkli mekanizmalarda yer aldig1 gosterilen Hofbauer hiicrelerinin
diyabet patolojisinden etkilenerek diyabetli gebelerde saglikli gebe plasentalarina goére daha

fazla sayida bulundugunu ve villuslarda birikim gosterdigini saptadik.

Yapilan bir caligmada gestasyonel diyabetli gebe plasentalarinda onciil inflamatuar

faktorleri arastirmak i¢in makrofaj ve inflamatuar mediyator varligi hem protein hem de
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RNA diizeyinde incelenmistir. Bu amagla makrozomik bebek sahibi 30 gestasyonel diyabetli
kadin ve makrozomik olmayan bebek sahibi 30 saglikli kadindan plasenta Ornekleri
toplanmistir. Bu 6rneklerden IL-6, TLR4, TGF-B, CD68, CD14, EMR-1, CCL2, TCR-a, T-
bet, GATA-3, leptin and adiponektin degerlendirmesi i¢in mRNA izole edilmistir. Yapilan
PCR sonuglari inflamatuar onciil faktorlerden IL-6, TLR4 ve TGF-f’nin GDM grubunda
kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu gostermistir. Makrofaj infiltrasyon belirteclerinin;
CD68, CD14 ve EMR-1’in mRNA ifadelerinin kontrol grubu ile karsilastirildiginda GDM
grubunda daha ytiksek oldugu goriilmiistiir. T hiicre infiltrasyon gostergeci TCR-a’nin GDM
grubunda anlamli olarak daha fazla mRNA ifadesi oldugu belirlenmistir. Ayrica, leptin ve
adiponektinin mRNA miktarlar1 incelendiginde GDM grubunda kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha fazla ifade edildigi goriilmiistiir. Calismanin sonucunda arastirmacilar,
gestasyonel diyabetli gebelerde inflamasyonun arttigini ve bunun makrozominin patogenezi
icinde olan bir mekanizma olabilecegini ifade etmislerdir [75].Bu ¢alisma sonucunda
Hofbauer hiicrelerin farklt patolojik durumlarda etkin olabildigi goriilmiistiir. Bizim
calisgmamizda makrozomik bebek olmamasima ragmen Hofbauer hiicre sayisinda artis
goriilmesi bu hiicrelerin farkli patolojilerdeki rolleriyle ilgili daha detayli caligmalar

yapilmasi gerektigini gdstermistir.

Yapilan diger bir ¢aligmada gestasyonel diyabet komplikasyonu olan gebe plasentalar:
incelenerek plasentada bulunan Hofbauer hiicrelerinin sayisi ve iglevleri degerlendirilmistir.
Calisma i¢in termdeki 15 GDM’li gebe ve 10 saglikli gebe plasentasindan PCR ve
immiinohistokimyasal degerlendirmeler i¢in doku ornekleri alinmistir. Hofbauer belirteci
olarak CD68 ve CDI14, inflamatuar sitokin ifadesi i¢in IL-6 ve TNF-a secilmistir.
Immunohistokimya boyamalar1 sonucunda GDM grubunda CD68+ veya CD14+ pozitif
hiicrelerin kontrol grubuna gore anlamli bir sekilde daha fazla oldugu goriilmiistiir. Elde
edilen bu sonuglar Hofbauer hiicrelerinin GDM patolojisinde arttigini bildirmektedir. Biz de
calismamizda hem GDM hem de T2DM gibi farkli diyabet gruplarinda CD68 immiinpozitif
hiicrelerin saglikli gebelere gore daha fazla oldugunu belirledik. Ayrica ayn1 ¢alismanin
devaminda CD68+, IL-6 ve TNF-ao mRNA ifadelerinin GDM grubunda daha yiiksek oldugu
gosterilerek bu sonuglar PCR yontemi ile de desteklemislerdir. Calismanin sonucunda
GDM’li gebe plasentalarinda makrofaj birikimi oldugu ve onciil inflamatuar mediyator
ifadelerinin kontrol grubuna gore daha fazla oldugu gosterilmis ve boylece gestasyonel
diyabet etyolojisinde bu etmenlerin 6nemli bir rol oynadig1 sonucuna varilmistir.[10]. Bu

caligma sonucu elde edilen sonugclar ile bizim ¢alismamizdan ortaya ¢ikan bulgular birbirini
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desteklemektedir.

Yapilan bir ¢alismada, Hofbauer hiicrelerinin erken fetal kayiplardaki roliinli arastirmak
amaci ile CD68 ve CD31 antikorlar1 kullanilarak immunohistokimyasal boyama yapilmaistir.
Ayrica 151k mikroskobunda Hofbauer hiicre sayimi yapilmistir. Calismada 15 missed
abortion, 15 anembriyonik gebelik (blighted ovum) ve 15 normal gebelik materyali
kullanilmistir. Hofbauer hiicre sayis1 hem anembriyonik gebelik grubunda hem de missed
abortion grubunda kontrol grubuna gore daha fazladir. Ayrica anembriyonik gebelikle
karsilastirildiginda ise missed abortion grubunda daha ¢ok sayida Hofbauer hiicresi tespit
edilmistir. Daha kapsamli villus vaskiilerite degerlendirmesi ise Chalkey metodu ve
mikrodamar skorlanmasi yontemleri ile yapilmistir. Missed abortion grubu, diger iki grup
ile karsilastirildiginda anlamli derecede yiiksek mikrodamar skoruna sahip oldugu
goriilmistiir. Chalkey metodunda ise anlamli bir sonug elde edilememistir. Missed abortion
grubu ve anembriyonik gebelik grubu arasindaki bu farkin patoetyolojilerinden
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir. Bu sonuglarla beraber artan Hofbauer hiicrelerinin
erken fetal kayiplarin patogenezinde dnemli olabilecegi gosterilmistir [79]. Biz de diyabetik
gebeler ile yaptigimiz ¢alismamizda, Hofbauer hiicrelerinin farkli patolojik durumlarda

villus yapisindaki sayisinin arttigini gosterdik.

Obezite ve gebeligin insiilin direnci ve inflamatuar degisimler yoniinden iligkili oldugu
diistiniilmektedir. Adipoz doku ve plasentadaki inflamatuar transkriptomlar: benzerlik
gosterdiginden Challier ve digerleri (2008) obeziteye cevaben plasentada yiiksek oranda
inflamatuar yanit gelisebilecegini iddia etmislerdir. Yaptiklar1 calismada, plasentada
makrofaj birikimi ve plasental inflamatuar mediyatorleri karakterize ederek obezite
durumunda gelisen inflamasyon arasindaki iligskiyi incelemeyi amaclamiglardir. Calismada
20 obez ve 15 zayif gebeden olusan iki grup olusturulmustur. CD68 ve CD14 ile yapilan
immiinohistokimyasal boyamalarda, immiinpozitif hiicrelerin obez gebe plasentalarinda
zay1lf gebelerinkine gore 2-3 kat daha fazla bulundugu gosterilmistir. Ayrica plasentadan
izole edilen CD14+ makrofajlarda proinflamatuar sitokinlerden IL-1, TNF-alfa ve IL-6
ifadesinin arttig1 gdsterilmistir. Artan sitokin ifadesi plasentada bulunan makrofajlarin aktif
formda bulundugunu isaret etmektedir. Ayrica, leptin gibi trofoblastlarda iiretilen bazi
sitokinler maternal dolasima salinirken TNF-alfa gibi sitokinler ise plasentada kalmaktadir.
Bu durumun ise makrofajlar tarafindan iiretilen sitokinlerin plasental bariyeri gegmeyerek
dolagima katilmayacagi icin sistemik inflamasyondan ¢ok intraplasental inflamasyon

mekanizmalarin tetikleyebilecegi belirtilmistir [80]. Calismamizda diyabetik gruplarda
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goriilen artmis Hofbauer sayisinin obezite patolojisi ile benzerlik gosterdigi belirlendi.

Literatiirde yapilan tiim bu ¢alismalarda farkli patolojilere ait plasentalarda Hofbauer hiicre
sayisinin arttigr gosterilmistir. Bu hiicrelerdeki artigla beraber 1L-6, TGF-B, TNF-a gibi
inflamatuvar oOnciil faktorlerin de miktarinin arttigi gosterilmistir [75, 79, 80]. Biz de
calismamizda, T2DM ve GDM gibi iki farkli diyabet grubuna ait gebe plasentalarindaki
Hofbauer hiicre varligini inceledik. Bu amacla makrofaj belirteci olarak kullanilan CD68 ile
immiinohistokimyasal boyama ve Western Blot analizi yaptik. Immiinohistokimyasal
boyama sonucunda kontrol, T2DM ve GDM gruplarinda Hofbauer hiicre sayis1 24,26 + 5,6;
47,58+12,67; 52,28+9,1 (siras1 ile) olarak belirlendi. T2DM ve GDM gruplarindaki CD68
immiinpozitif Hofbauer hiicre sayisinin kontrol grubuna gére anlamli bir sekilde daha fazla
oldugu belirlendi (p<0,001). GDM grubunda bulunan Hofbauer hiicresinin T2DM grubuna
gore anlamli olarak daha fazla sayida oldugu tespit edildi (p<0,05). Western Blot analizi
sonucunda ise CD68 miktarinin kontrol grubuna gére T2DM ve GDM gruplarinda arttig1
goriildii. Immiinohistokimyasal boyama sonuglar1 ile Western Blot yontemiyle elde ettigimiz

sonugclar birbirini destekler durumdadir.

Hiperglisemi kaynakli vaskiiler bozukluklar diyabet patolojisinde yaygmn olarak
goriilmektedir. Yapilan ¢alismalarda, maternal veya fetal hipergliseminin proinflamatuvar
ve proanjiyogenik ajan etkisi gosterdigi belirlenmistir [81, 82]. Yiiksek glukoz varliginda
endotel hiicreleri, prostoglandin iiretimini arttirir ve VEGF inhibitorii olan nitrik oksitin
erisilirligini azaltir. Boylece VEGF iiretiminin artmasi ile anjiyogenez olayinin tetiklendigi
diisiiniilmektedir [83]. Akarsu, Bagirzade, Omeroglu ve Boke (2017), tip-1 ve gestasyonel
diyabetli gebe plasentalarinda vaskiilarizasyon ve apoptozis siireglerindeki degisimleri
analiz etmek amaciyla 6 saglikli, 6 gestasyonel diyabetli ve 6 tip-1 diyabetli gebe
plasentasindan Ornekler alip immunohistokimyasal yontemler uygulamiglardir. Tip-1
diyabetli gebeler insiilin tedavisi almis olup, gestasyonel diyabetli gebeler diyet ile kontrol
edilmistir. Gestasyonel diyabetli ve tip-1 diyabetli gebe plasentalar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda VEGF'e karst daha giicli bir immiinreaktivite gostermislerdir.
Gestasyonel diyabetli ve tip-1 diyabetli gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir iliski
bulunmamistir. Ayrica Caspase-9 boyanmasi hem tip-1 diyabet grubunda hem de
gestasyonel diyabet grubunda kontrol grubu ile karsilastirildiginda daha fazla oranda
belirlenmistir [11]. Biz de ¢calismamizda endotel belirteci olan CD31 ile diyabetik gruplarda

plasentadaki vaskiilarizasyonda meydana gelen degisikligi inceledik.
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Gestasyonel diyabetli plasentalarda hipervaskiilarizasyon oldugu daha once yapilan
caligmalarda gosterilmistir fakat bu siirecte VEGF ve VEGF reseptoriiniin etki mekanizmasi
netlesmemistir. 2017 yilinda yapilan bir ¢alismada, gestasyonel diyabetli gebe
plasentalarinda VEGF reseptor-1 ve reseptor-2°nin farkli pozisyonlardaki amino asitlerin
fosforilasyonundaki degisikligi ve GDM’de goriilen proanjiyogenik durum ile olan iligkisi
incelenmistir. Calismada, 24 saglikli ve 18 gestasyonel diyabetli gebe plasentasindan elde
edilen dokularda CD31 ve CD34 belirtecleri kullanilarak endotel hiicre degerlendirilmesi,
VEGF, VEGF reseptor-1, VEGF reseptor-2’nin ifadeleri ve VEGF reseptor-2’nin farklh
pozisyonlardaki tirozin fosforlanmalar1 degerlendirilmistir. GDM’li grupta CD31 ve CD34
ifadelerinin kontrol grubuna gore daha fazla bulundugu hem immiinohistokimyasal
degerlendirme ile hem de Western blot analizleri sonucunda goriilmiistiir. Ayrica GDM’li
plasentalarda koryonik villus basina diisen damar sayisinin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu bildirilmistir. GDM’li plasentalarda VEGF reseptor-1’in ifadesi kontrol grubuna
gore daha azken, VEGF reseptdr-2’nin protein diizeyinde daha fazla oldugu belirlenmistir.
Farkli bolgelerdeki tirozinde meydana gelen VEGF reseptor-2 fosforilasyonu ile GDM
durumu arasinda anlamli bir fark bulunmamaistir. Sonug olarak GDM’li gebe plasentalarinda
yiiksek oranda ifade edilen endotel belirtegleri ve VEGF reseptor-2 ifadesi bu gebelerde
hipervaskiilarizasyonun varligina ve gestasyonel diyabetin proanjiyogenik bir durum
olduguna isaret etmektedir [68]. Bu bulgular bizim ¢alismamizda da hem GDM hem de
T2DM gruplarindan elde ettigimiz CD31 tutulumunun arttigimi gosteren sonuglar ile
paralellik gostermektedir.

Gestasyonel diabetes mellitus ve maternal obezitenin sebep oldugu metabolik bozulmalarin
hiperglisemik ortam olusturup vaskiiler yapilarda meydana gelen degisimle beraber plasenta
gelisimine ve islevselligine etki ettigi bilinmektedir. Aragtirmacilar, gestasyonel kaynakl
hipoksik stres ve inflamasyondaki artigin plasenta tizerindeki etkilerini incelemek amaci ile
olusturulan hayvan modelinde VEGF, hipoksi indiiklenebilir faktér 1a (HIF-1a), CD31 ve
NF«B ifadelerini hem mRNA hem de protein diizeyinde degerlendirmislerdir. Calisma,
yiiksek yagli ve normal diyet ile beslenen iki grup deney hayvanindan olugmaktadir. Yiiksek
yagli diyetle beslenen grupta kontrol grubuna gore artan maternal kilo alimi, yiiksek glukoz
seviyesi, yiiksek total kolesterol ve insiilin direnci gériilmiistiir. VEGF nin transkripsiyon
faktorii olan HIF-1a ifadesinin yliksek yagl diyet ile beslenen grupta arttigi ve VEGF
ifadesinin de HIF-1a ile benzerlik gosterdigi belirtilmistir. Ayrica endotel belirteci olan
CD31 ile belirlenen kapiller artis1 hipoksik durumlarda artan anjiyogenez durumunu

dogrular niteliktedir. Bizim calismamizda da diyabetik gruplarda kontrol grubuna gore



59

CD31 tutulumu artnustir. inflammatuar yanitta énemli rolii olan NFxB ifadesinin hipoksik
kosullarda arttig1 bilinmektedir [84]. Bu ¢alismada, yiiksek yagli diyet grubunda NF«xB’nin
mRNA ve protein miktarinda artis oldugu gosterilmistir. Boylece obezite ve GDM gibi
patolojik durumlarin kronik hipoksi gelisimi ile birlikte anjiyogenez ve inflamatuar yanita
da sebep oldugu, bunun sonucunda perinatal komplikasyon olusturacak mekanizmalarin

ortaya ¢ikma riskini arttirabilecegi sonucuna varilmistir [85].

Bhattacharjee, Mondal, Garain, Mandal, Ray ve Dey (2017) farkli glisemik durumlara sahip
gebelerin plasentalar1 ile morfolojik ve histokimyasal degerlendirmeler yapmuislardir.
Calisma, normoglisemik (12 gebe), GDM (33 gebe), hafif glisemik (13 gebe) ve yiiksek
glisemik (18 gebe) gruplarindan olugmustur. Calismanin amaci degisik siddetteki diyabetik
plasentalarda ortaya ¢ikan farkli histopatolojik degisimleri belirlemek ve VEGF ifadesi ile
iligkisini degerlendirmektir. Elde edilen sonuglarda yiiksek glisemik grupta % 44,4 villus
immatiiritesi, % 38,9 villus 6demi, % 61,1 koranjiyoz, % 38,9 fibrinoid birikimi ve % 44,4
oranda Hofbauer hiicre hiperplazisi gorilmistir. GDM grubunda % 45,5 villus
immatiiritesi, % 45,5 villus 6demi, % 61,5 koranjiyoz, % 61,5 fibrinoid birikimi olan
plasenta belirlenmistir. GDM grubunda yapilan immiinohistokimyasal boyama sonucunda
VEGF tutulumunun sinsityotrofoblastlarda orta siddette, sitotrofoblastlarda zayif siddette
oldugu goriiliirken diger yapilarda immiinpozitiflige rastlanmamistir. Normoglisemik
plasenta grubu ile karsilastirildiginda, yiliksek glisemik grupta VEGF ifadesinin arttigy;
sinsityotrofoblastlarda giiclii siddette, sitotrofoblastlarda ve mezensimal hiicrelerde orta
siddette, kapiller endotelinde ise gii¢lii siddette immiinpozitiflik oldugu belirlenmistir. Hafif
glisemik gruptaki VEGF ifadesinin normoglisemik grup ile benzer oldugu goriilmiistiir.
Calismanin sonucunda GDM, hafif glisemik ve yiiksek glisemik plasentalarin birbirinden
farkl1 histopatolojilerle beraber farkli VEGF ifadesine sahip oldugu gosterilmistir. VEGF
ifadesindeki farkliligin histopatolojiler arasindaki degisiklikte pay1 olabilecegi sonucuna
varilmistir [86]. Bu bulgular bizim ¢aligmamizla da farkli diyabet grubuna ait plasentalarda
gordiigiimiiz farkl seviyedeki morfolojik degisiklikler ile uygunluk gdstermektedir.

Hipergliseminin kapillarizasyon {izerinde indiikleyici bir etkiye sahip oldugu yapilan
caligmalar tarafindan gosterilmistir [87]. Calismamizda endotel belirteci olan CD31 ile
immiinohistokimyasal yontem uygulanarak kapiller degerlendirmesi yapildi. Kontrol
grubuna gore GDM ve T2DM gruplarinda CD31 tutulumunda artis goriildi. CD31 ile
yapilan Western blot analizi de immiinohistokimyasal boyama bulgumuzu desteleyerek her

iki diyabet grubunda da kontrol grubuna gére CD31 ifadesinin arttigini gosterdi.
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Plasental villuslarda, sitotrofoblast, sinsityotrofoblast ve kapiller yapilar1 bulunur. Villus
gelisimi  siirecinde mononiikleer sitotrofoblastlar membran flizyonu ile birleserek
multiniikleer sinsityotrofoblastlara farklilagir. Gebeligin ilerlemesi ve madde gegisinin
artmastyla birlikte sinsityotrofoblastlarin boyu azalir, sitotrofoblast sayis1 azalir, kapiller
sayis1 artar ve boylece plasental bariyer kalinlig1 incelerek maternofetal diffiizyon araligi
azalmis olur [25]. Sinsityotrofoblastlar, plasental islevlerin yerine getirilmesinde 6nemli rol
oynar. Sinsityotrofoblastlar, gebeligin devamui igin gerekli olan insan koryonik gonadotropin
ve insan plasental laktojen gibi gebelik ile iliskili hormonlarin {iretilmesini sagladig: igin
sitotrofoblastlardan sinsityotrofoblastlara farklilagsma olay1 saglikli bir plasenta gelisimi i¢in

cok onemlidir [38].

Glinlimiizde devamli olarak artan maternal obezite ile birlikte gestasyonel diyabet
insidansinda da artis gorilmektedir. Gebelikte goriilen ve kontrol edilmeyen diyabetin
makrozomi, dogum travmasi, neonatal hipoglisemi ve respiratuvar distres sendromu gibi
fetal ve neonatal olumsuz sonugclar ile iliskili olmas1 ve ayrica 6nemli obstetrik sendromlar
arasinda bildirilmesi, maternal ve fetal dolasim arasinda dogal bir bariyer olarak yer alan
plasentanin maternal ve fetal iliskideki 6nemini ifade etmektedir. Fetal gelisimde 6nemli
rollere sahip plasenta, hiperglisemik ortama kars1 duyarlilik gostererek bu sartlara uyum
saglayabilmek icin yapisal ve islevsel degisiklikler meydana getirir. Farkli siddette diyabet
olan 7 kadindan 6’sinda plasentada degisimler ve takibinde ortaya cikan vaskiiler
disfonksiyon goriiliir. Cogu GDM’li gebe plasentasinda villus immatiiritesi, villus fibrinoid
nekroz, ve artan anjiyogenez gibi histolojik bulgular bulunmaktadir. Diyabet kaynakli olarak
plasentada ortaya ¢ikan disfonksiyon cesitleri, glisemik hastaliklarin meydana gelme
zamanina bagli olarak degisir. Gebeligin erken doneminde teshis edilen glukoz
metabolizmasindaki bozulma yapisal disfonksiyonlara sebep olurken, ge¢c donemde ortaya
cikan GDM plasentanin islevselligi lizerinde daha biiylik capta etkilerin goriilmesine sebep
olur. Ayrica, bir¢cok ¢alisma diyabetik plasentalarda meydana gelen degisikliklerin kronik
fetal hipoksiye sebebiyet veren inflamasyon ve oksidatif stres ile iligkili oldugunu iddia
etmektedir. Hipergliseminin plasental disfonksiyon ve ardindan ortaya ¢ikan gebelik
komplikasyonlarina sebep oldugu olaylar zincirini anlamanin, ilerleyen ¢aligmalara biiytik

katki saglayacagi diisiiniilmektedir [6].

Maternal diyabetli plasentalarin villus yapilarinin dismatiir veya immatiir olabilecegi
bilinmektedir. Gebelikte maternal diyabetin plasenta iizerinde bircok islevsel ve yapisal

patolojik degisiklige sebep oldugu bilinmektedir. Yapilan calismalar kalic1 sitotrofoblastik
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tabakanin villus yapisinda bulunmasinin immatiirite gostergesi olabilecegini belirtmislerdir.
Ayrica sitotrofoblastik hiicre boliinmelerinin artmasi ve trofoblastik bazal membran
kalinlasmasinin da diyabetli gebe plasentalarinda bulunabilecegi belirtilmistir [25]. Bizim
calismamizda, tip-2 ve gestasyonel DM grubunda trofoblastik bazal membran kalinlig
kontrol grubuna gore daha belirgindir. Ayrica diyabet varliginda villus matiirasyonu ETS-1

degisimi ile incelenmistir.

In vitro olarak primer insan sitotrofoblastlarm sinsityotrofoblastlara farklilasmas: iki
asamaya ayrilir. Morfolojik farklilagma olarak gergeklesen ilk asama sitotrofoblastlarin
¢ogalma, toplasma ve birleserek sinsityumu olusturmasini kapsar. Biyokimyasal olarak
nitelendirilen ikinci asamada ise hiicreler hormon sentezi ve salinimi, metabolizma ve diger
farklilagmis sinsityotrofoblast islevleri i¢in gerekli olan genleri ifade etmeye baslar. Bir¢ok
calisma, farklilasmanin bu iki asamasinin birbirine bagli oldugunu ve hiicrelerin
biyokimyasal olarak farklilasmadan once morfolojik olarak farklilagmalar1 gerektigini

gostermistir [88].

Saglikli ve gestasyonel diyabetli gebeler ile yapilan bir ¢aligmada kontrol grubuna gore
GDM grubunda villus immatiiritesinin anlamli olarak arttigi, ayrica GDM grubunda
korangiyoz ve niikleuslu fetal eritrosit varlig1 gosterilmistir. Elde edilen bu veriler GDM
varliginda ortaya ¢ikan kronik fetal hipoksi gelistigini isaret etmektedir. Sonug olarak GDM
grubunda meydana gelen histopatolojik olgularin fetal komplikasyonlara sebep olabilecegi

ongoriilmektedir [72].

Insan plasental farklilasmasmi ydnlendiren genetik temeli arastirmak amaci ile Aronow,
Richardson ve Handwerger (2001), kendiliginden farklilasan ve biiyiik oranda arindirilarak
hazirlanan insan sitotrofoblast hiicreleri ile DNA mikrodizilim analizi yapmustir. Elde edilen
RNA oOrnekleri, 7197 prob seti barindiran Incyte Human GEM V mikrodizilimi ve
sonrasinda 54675 prob seti i¢eren Affymetrix U133 mikrodizilimi kullanilarak sonuglar
analiz edilmistir. Kullanilan iki farkli mikrodizilim platformundan elde edilen sonuglar
onemli dlgiide uyusma gostermistir. Izole edilen ve primer kiiltiirde arindirilmis olarak
biiyiitiilen sitotrofoblast hiicrelerinin ilk 2-3 gilin siiresince toplandigi ve birleserek
multiniikleer sinsityumu olusturdugu gosterilmistir. Hiicre kiiltiiriinde gecen sonraki
giinlerde birlesip multiniikleer yapiya sahip olan bu hiicrelerin farklilagsmis
sinsityotrofoblastlar tarafindan ifade edilen plasental laktojen, insan koryonik gonadotropin

ve diger proteinleri yliksek oranda tirettigi belirlenmistir. Ayrica yapilan analizlerden elde



62

edilen sonuglar, genis ¢apli genom Affymetrix mikrodizilimin icerdigi 54675 genden 1062
tanesinin indiiklendigi ve 1592 tanesinin farklilagmamis hiicrelerle karsilastirildiginda iki
katindan fazla oranda azaldigini gostermistir. Sitotrofoblastlarin farklilagsma siirecinde bazi
genlerin ifadesinin azalip, bazilarmin arttigi ve biyokimyasal olarak farklilagsmis
sinsityotrofoblast islevlerini yerine getirmek i¢in hiicrelerin bir¢ok farkli mekanizmay1

meydana getirerek bu duruma adaptasyon sagladigi diisiiniilmektedir [39, 88].

Villus trofoblast hiicrelerinin islevsel olarak farklilasmasi ve sitotrofoblastlarin fiizyonu
ostradiol, glukokortikoidler ve hCG gibi hormonlar tarafindan tetiklenir. Bu hormonlar farkli
zamanlarda ve miktarlarda salgilandiklarindan fizyolojik olarak trofoblast farklilagsmasini
etkin bir sekilde regiile edebilir. Ozellikle hCG erken gelisim doneminde yiiksek oranda
bulundugu i¢in mitotik Ozellige sahip sitotrofoblastlarin birlesmesi ile mitoz 6zelligi
olmayan sinsityotrofoblastlara farklilagsmasimi etkiler. Ayrica farklilagmanin en &nemli
olaylarindan olan sitotorofoblastlarin fiizyon siirecinin artan ikincil haberci (CAMP) ile
iliskili oldugu diisiiniilmektedir [36]. Immatiir villus yapisin1 genis villus ¢api, fazla
miktardaki gevsek stromal bag dokusu, kiigiik kapillerlerin ve belirgin trofoblastlarin varlig
ile betimleyen Greco, Kamat ve Demopoulos yaptiklari ¢aligmada saglikli ve gestasyonel
diyabetli gebelerden olusan iki grubu B hCG, hPL ve plasental alkalin fosfotaz (PLAP)
dagilimlari {izerinden incelemistir. Incelenen trofoblastik proteinlerin immunohistokimyasal
boyamalari sonucunda diyabetik gebelerin plasentalarinda artan hCG, azalan PLAP ve hPL
gormiislerdir [89]. Calismamizda literatiirde daha once degerlendirilen bu parametrelere
bakilmamigtir. Ancak onlarin yerine son calismalarda trofoblast farklilagmasinda gorev
aldig1 diigiiniilen ETS-1"in diyabetik plasentalardaki ifadesi degerlendirilmistir.

Transkripsiyon faktor v-ets avian erythroblastokist virus E26 oncogene homolog 1 (ETS-1);
MMP-3, kollagenaz-1 gibi ekstrasellular matriks yeniden modellenmesinde yer alan genlerin
ifadesini kontrol etmektedir. Takai, Ueda, Narahara ve Miyakawa (2006) ETS-1 'in
trofoblast invazyonuyla olan iliskisi incelemek amaciyla gebeligin 9-12 ve 38-41 hafta
araliklarindaki gebelerden plasenta 6rnekleri almislardir. Gebeligin farkli donemlerindeki bu
plasentalara Western blot analizi ve immunofloresan boyama yontemleri uygulamislardir.
Gebeligin ilk {i¢ aymmda ETS-1 ifadesinin sitotrofoblast sitoplazmasinda oldugu, son {i¢
aymda ise invaziv trofoblastlarin hem sitoplazmasinda hem de niikleusunda bulundugu
belirlenmistir. Ayrica yapilan Western blot analizi gostermistir ki gebeligin ilk {i¢ ayinda,
goriilen ETS-1 ifadesi son ii¢ aya gore ¢cok daha fazladir. Arastirmacilar, normal plasentada

gebelik haftasinin  artmasi ile beraber ETS-1 ifadesinin azaldigin1 gérmisler ve
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trofoblastlarin invazyon ozellikleri ile ETS-1 ifadesi arasinda korelasyon oldugunu, bu
baglamda erken donemde trofoblast gelisimindeki invazyon yolagint MMP-3, kollagenaz ve
u-PA gibi proteinlerin transkripsiyonlarini aktive ederek tetikleyen bir faktor olabilecegini
belirtmiglerdir [42]. Bu c¢alismadan elde edilen bulgularda miadini tamamlamis saglikli
plasentalarda, erken donemde villus matiirasyonu igin gerekli olan ETS-1 ifadesinin termde
azalmis olacagi sonucu elde edilmistir. Diyabet varliginda immatiir villuslarin saglikli
gebelere gore daha fazla oldugu bilindiginden diyabetik gruptaki term plasentalarda ETS-1
ifadesinin saglikli gebelere gore daha fazla olacagi diisiintildii.

ETS-1, neovaskiilarizasyon ve invazyon siireci ile iligkili oldugu bilinen transkripsiyon
faktorlerinden biridir. Yapilan bir calismada, gebeligin ilk trimestirinde gergeklesen
implantasyon siirecinde ETS-1 ifadesini incelemek amaci ile kiiretaj materyallerinden
trofoblast 6rnekleri alinmis ve in situ hibridizasyon yontemi uygulanmistir. Calismanin
sonucunda CD34 belirteci ile ayirt edilen villus endotel hiicrelerinde ve uterustaki damarlari
invaze eden ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde ETS-1 mRNA varligi tespit edilmistir.
Maternal endotel hiicrelerinde, mRNA diizeyinde herhangi bir ETS-1 goriilmemistir. Alinan
sonuglara dayanarak ETS-1’in villus agaci gelisirken meydana gelen angiyogenezde rol
aldig1 ve implantasyon siirecinde uterus ve maternal damar invazyonunda gorev aldigi
diisiiniilmustiir. Ayrica ETS-1’in metalloproteinaz genlerinin transkripsiyon regiilasyonu ile
iliskili olabilecegi ifade edilmistir [90]. Bu ¢alisma, ETS-1 ile yapilan immiinohistokimyasal
boyama goriintiilerimizdeki ETS-1 pozitif kapiller yapilarinin sebebini aciklar niteliktedir.
Biz de ¢galigmamizda hem anjiyogenez hem de villus matiirasyonunda gorev aldig diistiniilen
ETS-1 ifadesinin diyabet varliginda arttigini belirledik.

Kessler, Stanek, Stringer ve Handwerger (2015), ETS-1'in trofoblast hiicre farklilagmasi
izerindeki roliinii, multiniikleer sinsityotrofoblastlara farklilasan insan sitotrofoblastlari ile
incelemistir. Arastirmada, term plasentalardan izole edilen sitotrofoblastlar kullanilmistir.
Immunohistokimyasal yontemler ile ETS-1'in plasentada villus yapisinda bulundugu
gosterilmistir. Plasentadan izole edilen sitotrofoblastlar hiicre kiiltiiriinde biiyiitiildiikten
sonra ETS-1 siRNA ile susturulmus ve hiicre membranini gésteren desmoplankin boyamasi
yapilmistir. ETS-1 geni susturulan gruptaki hiicrelerin, normal sitotrofoblastlara gore
multintikleer yapiya farklilasmasinin azaldig1 goriilmiistiir. Ayrica, ETS- 1 geni susturulmus
sitotrofoblast  hiicrelerinde siRNA uygulanmayan sitotrofoblastlara gore diger
sinsityotrofoblast belirteclerinden olan, sinsitin, transkripsiyon faktor aktivator protein-2 ve
plasental laktojen ifadelerinin de azaldigi qPCR yontemi ile gosterilmistir. Gegici

transfeksiyon yontemi ile ETS-1’1 asir1 ifade eden sitotrofoblast hiicrelerinde normal
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sitotrofoblast hiicrelerine gore sitotrofoblast belirteglerinde mRNA diizeyinde artis
goriilmistiir. Sonug olarak ETS-1in sitotrofoblastlarin sinsityotrofoblastlara farklilasmasini
indiikledigi diistiniilmektedir. Tiim bu bilgiler gostermistir ki, sitotrofoblastlarin farklilagsma

stirecinde ETS-1 6nemli bir rol oynamaktadir [14].

Yapilan tiim bu caligmalar 1s181nda biz de ¢alismamizda, diyabetin trofoblast gelisimini nasil
etkiledigini incelemek amaci ile literatiirde farklilasmay: tetikledigi diisiiniilen ETS-1
molekiiliiniin diyabet varligindaki ifadesini inceledik. GDM ve T2DM gruplarinda, kontrol
grubuna gore sinsityotrofoblastlarda daha kuvvetli ETS-1 tutulumu goriildi. GDM ve
T2DM gruplart karsilastirildiginda GDM grubundaki ETS-1 tutulumunun daha kuvvetli
oldugu saptandi. Trofoblastlarin farklilasmasi igin gerekli olan ETS-1 ifadesinin termdeki
plasentada azaldig1 bilinirken saglikli gruba goére diyabetli gruplarda artis gdstermesi,
diyabetin villus matiirasyonunu etkiledigi ve trofoblast farklilasma siirecinin diyabetli

gruplarda tamamlanmadigini ifade ettigi diistiniildi.

Literatiirdeki bir c¢alismada ETS-1 ifadesinin CD68+ makrofajlarda ve ASO2+
fibroblastlarda bulundugu yapilan ikili boyama sonucunda tespit edilmistir. Ayrica IL-1 ve
TNFo’nin ETS-1 ifadesini indiikledigi gosterilmistir. Elde edilen veriler ile ETS-1’in sitokin
aracili inflamasyon mekanizmalarinda yer aldig1 sonucuna vartlmigtir [91]. Calismamizda
villus stromasinda az sayida goriilen ETS-1 tutulumunun stromada yer alan diger
hiicrelerden kaynaklandigi diistiniilerek, immiinohistokimyasal degerlendirme sadece

sinsityotrofoblast tabakasindaki tutulum goz oniine alinarak yapildi.

Plasentada meydana gelen farkli patolojilerin diyabet tipi ile iligkili olabilecegi diistiniilerek
Huynh ve digerleri 18-40 yas araliginda olan tip-1 (T1DM; n:36), tip-2 (T2DM; n:37) ve
gestasyonel diyabetes mellitus (GDM; n:126) tanili gebelerin plasentalarini incelemislerdir.
T1DM grubundaki gebelerin T2DM ve GDM grubundakilere gore daha fazla gebelik kilosu
aldigr gorilmistiir. Yapilan istatistiksel analiz sonucunda T1DM ile T2DM ve GDM
plasentalarinda goriilen infarktiis prevelansinda anlamli bir fark goriilmemistir. T2DM ve
GDM plasentalar1 karsilastirildiginda, T2DM grubunda daha yiiksek oranda desidual
vaskiilopati ve koranjiyoz goriiliirken daha az villus immatiiritesi goriilmistiir. Yapilan bu
arastirma maternal diyabet tipinin plasental vaskiilopatik abnormalite {izerine etkisi
oldugunu ve bunun farkli patofizyolojik mekanizmalardan kaynaklanabilecegini belirtmistir
[16]. Bizim ¢alismamizda da kontrol grubuna goére artmis ETS-1 ve CD68 ifadesi goriilen
diyabetik gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda GDM grubunda daha fazla ETS-1 ve
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CD68 ifadesi oldugu hem immiinohistokimyasal boyama sonucunda hem de Western blot
analizlerinde goriildii. Endotel belirteci olan CD31 ifadesinde ise gestasyonel ve tip-2 DM
gruplarinda kontrol grubuna gore artig goriiliirken, kendi aralarinda herhangi bir anlaml

farklilik saptanmadi.

Plasental gelisim i¢in, trofoblastlarin uygun bir sekilde ¢ogalmasi, invaze olmasi ve
farklilagarak villus stromasindaki kapillerler ile birlikte matiir villus yapisint meydana
getirmesi gerekmektedir. Villus matiirasyonunda meydana gelecek bir bozulmanin oksijen

ve besin gegisini etkileyerek fetal malformasyonlara sebep olabilecegi ifade edilmistir [92].
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6. SONUC VE ONERILER

Sehir hayati ile birlikte artan hareketsiz yasam sekli ve yliksek kalorili beslenme toplumdaki
diyabet goriilme sikliginin artmasina sebep olmaktadir. Fetal gelisimde onemli islevlere
sahip olan plasentanin gebelik doneminde diyabet patolojisinden etkilendigi bilinmektedir.
Calismamizda, tip-2 ve gestasyonel diyabetli gebe plasentalari ile saglikli gebe plasentalari
karsilagtirilarak meydana gelen degisiklikler incelendi. Elde ettigimiz bulgular sonucunda
kontrol grubu ile karsilastirildiginda tip-2 ve gestasyonel DM gruplarinda villuslarda 6dem,
hiperkapillarizasyon, endovillz kapillerlerde konjesyon, perivilloz aralikta ekstravazasyon,
artmis sinsityal diigiim ve fibrinoid birikimleri dikkat ¢ekti. Ayrica tip-2 ve gestasyonel DM
gruplarinda kontrol grubuna oranla daha fazla sayida Hofbauer hiicresi oldugu ve endotel
hiicrelerinde CD31 ifadesinde artis oldugu goriildii. Trofoblast farklilasmasinda rol alan
ETS-1’in term plasentadaki sinsityotrofoblastlarda tip-2 ve gestasyonel DM gruplarinda
daha fazla ifade edildigi dikkat ¢ekti. Biitiin bu bulgularin gerek tip-2 DM gerek GDM"un,
plasentanin yapisal ve islevsel birimi olan villuslarda immatiiriteye, plasental hipoksiye ve
iskemiye sekonder olarak gelisebilecegi diisiiniilen vaskiiler yapilanmanin bozulmasina yol
acabilecegi diisliniildii.

Plasentanin yapisal ve islevsel bozukluklarinin fetal gelisimde olumsuz etkilere sahip oldugu
yapilan caligmalarda gosterilmistir. Bu durum fetal gelisim bozukluklarina, yeni doganda
mortalite ve morbiditeye neden olabilir. Tiim bunlar goz 6niine alinarak gebelik 6ncesi ve
gebelik doneminde hastalarin 1yi degerlendirilmesi, uygun tedavi ve yaklasimlarin yapilmasi

ile yeni doganin olusabilecek zararlara kars1 korunmasi gereklidir.



68



10.

11.

12.

69

KAYNAKLAR

Gude, N.M., Roberts, C.T., Kalionis, B., and King, R.G. (2004). Growth and function
of the normal human placenta. Thrombosis Research, 114, 397-407.

Sadler, T.W., and Langman, J. (2012). Langman's medical embryology (12. Edition).
Philadelphia: Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins.

Milosevic-Stevanovic, J., Krstic, M., Radovic-Janosevic, D., Stefanovic, M., Antic,
V. and Djordjevic, I. (2016). Preeclampsia with and without intrauterine growth
restriction-Two pathogenetically different entities? Hypertension in Pregnancy, 35,
573-582.

Ornoy, A. (2011). Prenatal origin of obesity and their complications: Gestational
diabetes, maternal overweight and the paradoxical effects of fetal growth restriction
and macrosomia. Reproductive Toxicology, 32, 205-212.

Satman, 1., Omer, B., Tutuncu, Y., Kalaca, S., Gedik, S., Dinccag, N., Karsidag, K.,
Genc, S., Telci, A., Canbaz, B., Turker, F., Yilmaz, T., Cakir, B., Tuomilehto, J. and
Group, T.-1.S. (2013). Twelve-year trends in the prevalence and risk factors of
diabetes and prediabetes in Turkish adults. European Journal of Epidemiology, 28,
169-180.

Jarmuzek, P., Wielgos, M., and Bomba-Opon, D. (2015). Placental pathologic
changes in gestational diabetes mellitus. Neuro Endocrinology Letter, 36, 101-105.

Ingman, K., Cookson, V.J., Jones, C.J. and Aplin, J.D. (2010). Characterisation of
Hofbauer cells in first and second trimester placenta: incidence, phenotype, survival
in vitro and motility. Placenta, 31, 535-544.

Demir, R. and Erbengi, T. (1984). Some new findings about Hofbauer cells in the
chorionic villi of the human placenta. Acta Anatomica (Basel), 119, 26.

Seval, Y., Korgun, E.T., and Demir, R. (2007). Hofbauer cells in early human
placenta: possible implications in vasculogenesis and angiogenesis. Placenta, 28,
841-845.

Yu, J., Zhou, Y., Gui, J., Li, A.Z., Su, X.L. and Feng, L. (2013). Assessment of the
number and function of macrophages in the placenta of gestational diabetes mellitus
patients. Journal of Huazhong University of Science and Technolog Medical
Sciences, 33, 725-729.

Akarsu, S., Bagirzade, M., Omeroglu, S. and Buke, B. (2017). Placental
vascularization and apoptosis in Type-1 and gestational DM. Journal of Maternal-
Fetal Neonatal Medicine, 30, 1045-1050.

Knofler, M. and Pollheimer, J. (2013). Human placental trophoblast invasion and
differentiation: a particular focus on Wnt signaling. Frontiers in Genetic, 4, 190.



70

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

Cartwright, J.E., Fraser, R., Leslie, K., Wallace, A.E. and James, J.L. (2010).
Remodelling at the maternal-fetal interface: relevance to human pregnancy disorders.
Reproduction, 140, 803-813.

Kessler, C.A., Stanek, J.W., Stringer, K.F. and Handwerger, S. (2015). ETS1 induces
human trophoblast differentiation. Endocrinology, 156, 1851-1859.

Pirinen, E., and Soini, Y. (2014). A survey of zebl, twist and claudin 1 and 4
expression during placental development and disease. APMIS, 122, 530-538.

Huynh, J., Yamada, J., Beauharnais, C., Wenger, J.B., Thadhani, R.l., Wexler, D.,
Roberts, D.J. and Bentley-Lewis, R. (2015). Type 1, type 2 and gestational diabetes
mellitus differentially impact placental pathologic characteristics of uteroplacental
malperfusion. Placenta, 36, 1161-1166.

Sadler, T.W., Langman, J. (2012). Langman's medical embryology (12. Edition).
Philadelphia: Wolters Kluwer Health/Lippincott Williams & Wilkins, 3-130.

Kierszenbaum, A.L. (2002). Histology and Cell Biology: An Introduction to
Pathology. Mosby, 585-600.

Ross, M.H., Pawlina, W. (2010). Histology : a text and atlas with correlated cell and
molecular biology (6.edition). Philadelphia: Lippincott Williams & Wil, 852-860.

Genbacev, O., Joslin, R., Damsky, C.H., Polliotti, B.M. and Fisher, S.J. (1996).
Hypoxia alters early gestation human cytotrophoblast differentiation/invasion in
vitro and models the placental defects that occur in preeclampsia. Journal of Clinical
Investigation, 97, 540-550.

Burrows, T.D., King, A. and Loke, Y.W. (1996). Trophoblast migration during
human placental implantation. Human Reproduction Update, 2, 307-321.

Madazl, R. (2008). Plasenta. Istanbul: Nobel Tip Kitapevi,

Kay, H., Nelson, D.M. and Wang, Y. (Editors) (2011). The Placenta: From
Development to Disease. Wiley, Blackwell Publishing, 17-26.

Moore, K.L. Persaud, T.V.N. and Torchia, M.G. (2015). The Developing Human E-
Book: Clinically Oriented Embryology (10. Edition). Elsevier Health Sciences,

Baergen, R.N. (2005). Manual of Benirschke and Kaufmann's Pathology of the
Human Placenta. Springer New York, 45-107, 319.

Ellery, P.M., Cindrova-Davies, T., Jauniaux, E., Ferguson-Smith, A.C. and Burton,
G.J. (2009). Evidence for transcriptional activity in the syncytiotrophoblast of the
human placenta. Placenta, 30, 329-334.

Costa, M.A. (2016). The endocrine function of human placenta: an overview.
Reproductive Biomedicine Online, 32, 14-43.



28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

71

Gauster, M., Moser, G., Orendi, K., and Huppertz, B. (2009). Factors involved in
regulating trophoblast fusion: potential role in the development of preeclampsia.
Placenta, 30 Suppl A, S49-54.

Benirschke, K., Burton, G.J. and Baergen, R.N. (2012). Pathology of the Human
Placenta (6. Edition). Springer Berlin Heidelberg, 101-138, 395-407.

Castellucci, M.. Celona, A., Bartels, H., Steininger, B., Benedetto, V. and Kaufmann,
P. (1987). Mitosis of the Hofbauer cell: possible implications for a fetal macrophage.
Placenta, 8, 65-76.

Kumazaki, K., Nakayama, M., Yanagihara, I., Suehara, N. and Wada, Y. (2004).
Immunohistochemical distribution of Toll-like receptor 4 in term and preterm human
placentas from normal and complicated pregnancy including chorioamnionitis.
Human Pathology, 35, 47-54.

Aderem, A. and Ulevitch, R.J. (2000). Toll-like receptors in the induction of the
innate immune response. Nature, 406, 782-787.

Saji, F., Samejima, Y., Kamiura, S. and Koyama, M. (1999). Dynamics of
immunoglobulins at the feto-maternal interface. Reviews of Reproduction, 4, 81-89.

Wang, Y. and Zhao, S. (2010). Integrated Systems Physiology: from Molecules to
Function to Disease. (editorler). Vascular Biology of the Placenta. San Rafael (CA).
Morgan & Claypool Life Sciences Copyright (¢) 2010 by Morgan & Claypool Life
Sciences.,

Battistelli, M., Burattini, S., Pomini, F., Scavo, M., Caruso, A. and Falcieri, E.
(2004). Ultrastructural study on human placenta from intrauterine growth retardation
cases. Microscopy Research Technique, 65, 150-158.

Malassine, A. and Cronier, L. (2002). Hormones and human trophoblast
differentiation: a review. Endocrine, 19, 3-11.

Mayhew, T.M. (2014). Turnover of human villous trophoblast in normal pregnancy:
what do we know and what do we need to know? Placenta, 35, 229-240.

Ji, L., Brkic, J., Liu, M., Fu, G., Peng, C. and Wang, Y.L. (2013). Placental
trophoblast cell differentiation: physiological regulation and pathological relevance
to preeclampsia. Molecular Aspects of Medicine, 34, 981-1023.

Handwerger, S. (2010). New insights into the regulation of human cytotrophoblast
cell differentiation. Molecular and Cellular Endocrinology, 323, 94-104.

Ng, Y.H., Zhu, H. and Leung, P.C. (2011). Twist regulates cadherin-mediated
differentiation and fusion of human trophoblastic cells. Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 96, 3881-3890.

Lu, X. He, Y. Zhu, C. Wang, H. Chen, S. and Lin, H.Y. (2016). Twistl is involved
in trophoblast syncytialization by regulating GCML1. Placenta, 39, 45-54.



72

42.

43.

44,

45.

46.

471.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

Takai, N., Ueda, T., Narahara, H. and Miyakawa, I. (2006). Expression of c-Etsl
protein in normal human placenta. Gynecologic and Obstetric Investigation, 61, 15-
20.

Maroulakou, I.G. and Bowe, D.B. (2000). Expression and function of Ets
transcription factors in mammalian development: a regulatory network. Oncogene,
19, 6432-6442.

Wasylyk, C., Gutman, A., Nicholson, R. and Wasylyk, B. (1991). The c-Ets
oncoprotein activates the stromelysin promoter through the same elements as several
non-nuclear oncoproteins. Embo journal, 10, 1127-1134.

Kaufmann, P., Luckhardt, M., Schweikhart, G. and Cantle, S.J. (1987). Cross-
sectional features and three-dimensional structure of human placental villi. Placenta,
8, 235-247.

Zhou, Y., Damsky, C.H. and Fisher, S.J. (1997). Preeclampsia is associated with
failure of human cytotrophoblasts to mimic a vascular adhesion phenotype. One
cause of defective endovascular invasion in this syndrome? Journal of Clinical
Investigation, 99, 2152-2164.

Servos, S., Zachary, I. and Martin, J.F. (1999). VEGF modulates NO production: the
basis of a cytoprotective effect? Cardiovascular Research, 41, 509-510.

Rizov, M., Andreeva, P. and Dimova, I. (2017). Molecular regulation and role of
angiogenesis in reproduction. Taiwanese Journal of Obstetrics and Gynecology, 56,
127-132.

Bao, P., Kodra, A., Tomic-Canic, M., Golinko, M.S., Ehrlich, H.P. and Brem, H.
(2009). The role of vascular endothelial growth factor in wound healing. Journal of
Surgical Research, 153, 347-358.

Taimeh, Z., Loughran, J., Birks, E.J. and Bolli, R. (2013). Vascular endothelial
growth factor in heart failure. Nature Review Cardiology, 10, 519-530.

Carmeliet, P. (2005). VEGF as a key mediator of angiogenesis in cancer. Oncology,
69 Suppl 3, 4-10.

Duffy A. M. and Bouchier-Hayes D. J. H. (2004). Vascular Endothelial Growth
Factor (VEGF) and Its Role in Non-Endothelial Cells: Autocrine Signalling by
VEGF. VEGF and Cancer. In: Madame Curie Bioscience Database: Landes
Bioscience.

DeLisser, H.M., Christofidou-Solomidou, M., Strieter, R.M., Burdick, M.D.,
Robinson, C.S., Wexler, R.S., Kerr, J.S., Garlanda, C., Merwin, J.R., Madri, J.A. and
Albelda, S.M. (1997). Involvement of endothelial PECAM-1/CD31 in angiogenesis.
American Journal of Pathology, 151, 671-677.

Majchrzak, K., Kaspera, W., Szymas, J., Bobek-Billewicz, B., Hebda, A. and
Majchrzak, H. (2013). Markers of angiogenesis (CD31, CD34, rCBV) and their
prognostic value in low-grade gliomas. Neurologia i Neurochirurgia Polska, 47,
325-331.



55.

56.

S7.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.
67.

68.

73

Pusztaszeri, M.P., Seelentag, W. and Bosman, F.T. (2006). Immunohistochemical
expression of endothelial markers CD31, CD34, von Willebrand factor, and Fli-1 in
normal human tissues. Journal of Histochemistry and Cytochemistry, 54, 385-395.

Wild, S., Roglic, G., Green, A., Sicree, R. and King, H. (2004). Global prevalence of
diabetes: estimates for the year 2000 and projections for 2030. Diabetes Care, 27,
1047-1053.

Wong, E., Backholer, K., Gearon, E., Harding, J., Freak-Poli, R., Stevenson, C. and
Peeters, A. (2013). Diabetes and risk of physical disability in adults: a systematic
review and meta-analysis. The Lancet Diabetes & Endocrinology, 1, 106-114.

American Diabetes, A. (2014). Diagnosis and classification of diabetes mellitus.
Diabetes Care, 37 Suppl 1, S81-90.

Rosenbloom, A.L., Silverstein, J.H., Amemiya, S., Zeitler, P. and Klingensmith, G.J.
(2008). ISPAD Clinical Practice Consensus Guidelines 2006-2007. Type 2 diabetes
mellitus in the child and adolescent. Pediatric Diabetes, 9, 512-526.

DeFronzo A. R., Ferrannini E., Zimmet P., and Alberti A. G. (editors) (2015).
International Textbook of Diabetes Mellitus (3.edition). Wiley, Blackwells

Reinehr, T. (2013). Type 2 diabetes mellitus in children and adolescents. World
Journal of Diabetes, 4, 270-281.

Kharroubi, A.T. and Darwish, H.M. (2015). Diabetes mellitus: The epidemic of the
century. World Journal of Diabetes, 6, 850-867.

Olokoba, A.B., Obateru, O.A. and Olokoba, L.B. (2012). Type 2 diabetes mellitus: a
review of current trends. Oman Medical Journal, 27, 269-273.

Chiefari, E., Arcidiacono, B., Foti, D. and Brunetti, A. (2017). Gestational diabetes
mellitus: an updated overview. Journal of Endocrinological Investigation, 40, 899-
909.

Rizzo, G., Arduini, D., Capponi, A. and Romanini, C. (1995). Cardiac and venous
blood flow in fetuses of insulin-dependent diabetic mothers: evidence of abnormal
hemodynamics in early gestation. American Journal of Obstetrics and Gynecology,
173, 1775-1781.

Fox, H. (1997). Pathology of the placenta (3. Edition). W.B. Saunders,

Nelson—Piercy, C. (2003). Sistemik Hastaliklar ve Gebelik. Istanbul: Nobel Tip
Kitapevi, 82-99.

Troncoso, F., Acurio, J., Herlitz, K., Aguayo, C., Bertoglia, P., Guzman-Gutierrez,
E., Loyola, M., Gonzalez, M., Rezgaoui, M., Desoye, G. and Escudero, C. (2017).
Gestational diabetes mellitus is associated with increased pro-migratory activation
of vascular endothelial growth factor receptor 2 and reduced expression of vascular
endothelial growth factor receptor 1. PLoS One, 12, e0182509.



74

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Masharani, U. and German, M.S. (2011). Chapter 17. Pancreatic Hormones and
Diabetes Mellitus. D.G. Gardner ve Shoback, D. (editorler). Greenspan’s Basic &
Clinical Endocrinology, 9e. New York, NY. The McGraw-Hill Companies,

Hall, D., du Toit, M., Mason, D. and Conradie, M. (2015). Diabetes mellitus in
pregnancy, still changing. Journal of Endocrinology, Metabolism and Diabetes of
South Africa, 20, 108-114.

Jansson, T., Cetin, I., Powell, T.L., Desoye, G., Radaelli, T., Ericsson, A. and Sibley,
C.P. (2006). Placental transport and metabolism in fetal overgrowth -- a workshop
report. Placenta, 27 Suppl A, S109-113.

Daskalakis, G., Marinopoulos, S., Krielesi, V., Papapanagiotou, A., Papantoniou, N.,
Mesogitis, S. and Antsaklis, A. (2008). Placental pathology in women with
gestational diabetes. Acta Obstetricia et Gynecologia Scandinavica, 87, 403-407.

Treesh, S.A. and Khair, N.S. (2015). Histological Changes of the Human Placenta in
Pregnancies Complicated with Diabetes. Cytology & Histology. 6-307

Makris, K. and Spanou, L. (2011). Is There a Relationship between Mean Blood
Glucose and Glycated Hemoglobin? Journal of Diabetes Science and Technology, 5,
1572-1583.

Mrizak, 1., Grissa, O., Henault, B., Fekih, M., Bouslema, A., Boumaiza, I., Zaouali,
M., Tabka, Z. and Khan, N.A. (2014). Placental infiltration of inflammatory markers
in gestational diabetic women. General Physiology and Biophys, 33, 169-176.

Jacomo, K.H., Benedetti, W.L., Sala, M.A. and Alvarez, H. (1976). Pathology of the
trophoblast and fetal vessels of the placenta in maternal diabetes mellitus. Acta
Diabetologica Latina, 13, 216-235.

Landers, K. and Richard, K. (2017). Traversing barriers - How thyroid hormones
pass placental, blood-brain and blood-cerebrospinal fluid barriers. Molecular and
Cellular Endocrinology, 458, 22-28.

Khan, S., Katabuchi, H., Araki, M., Nishimura, R. and Okamura, H. (2000). Human
villous macrophage-conditioned media enhance human trophoblast growth and
differentiation in vitro. Biology of Reproduction, 62, 1075-1083.

Karakaya, Y.A. and Ozer, E. (2013). The role of Hofbauer cells on the pathogenesis
of early pregnancy loss. Placenta, 34, 1211-1215.

Challier, J.C., Basu, S., Bintein, T., Minium, J., Hotmire, K., Catalano, P.M. and
Hauguel-de Mouzon, S. (2008). Obesity in pregnancy stimulates macrophage
accumulation and inflammation in the placenta. Placenta, 29, 274-281.

Sweet, I.R., Gilbert, M., Maloney, E., Hockenbery, D.M., Schwartz, M.W. and Kim,
F. (2009). Endothelial inflammation induced by excess glucose is associated with
cytosolic glucose 6-phosphate but not increased mitochondrial respiration.
Diabetologia, 52, 921-931.



82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

75

Yang, Z., Laubach, V.E., French, B.A. and Kron, I.L. (2009). Acute hyperglycemia
enhances oxidative stress and exacerbates myocardial infarction by activating
nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase during reperfusion. Journal of
Thoracic and Cardiovascular Surgery, 137, 723-729.

Leach, L., Taylor, A. and Sciota, F. (2009). Vascular dysfunction in the diabetic
placenta: causes and consequences. Journal of Anatomy, 215, 69-76.

D’Ignazio, L. and Rocha, S. (2016). Hypoxia Induced NF-«xB. Cells, 5.

Li, H.P. Chen, X. ve Li, M.Q. (2013). Gestational diabetes induces chronic hypoxia
stress and excessive inflammatory response in murine placenta. Int J Clin Exp
Pathol, 6, 650-659.

Bhattacharjee, D., Mondal, S.K., Garain, P., Mandal, P., Ray, R.N. and Dey, G.
(2017). Histopathological study with immunohistochemical expression of vascular
endothelial growth factor in placentas of hyperglycemic and diabetic women.
Journal of Laboratory Physicians, 9, 227-233.

Martin, A., Komada, M.R. and Sane, D.C. (2003). Abnormal angiogenesis in
diabetes mellitus. Medicinal Research Reviews, 23, 117-145.

Aronow, B.J., Richardson, B.D. and Handwerger, S. (2001). Microarray analysis of
trophoblast differentiation: gene expression reprogramming in key gene function
categories. Physiological Genomics, 6, 105-116.

Greco, M.A.i Kamat, B.R. and Demopoulos, R.l. (1989). Placental protein
distribution in maternal diabetes mellitus: an immunocytochemical study. Pediatric
Pathology, 9, 679-690.

Luton, D., Sibony, O., Oury, J.F., Blot, P., Dieterlen-Lievre, F. and Pardanaud, L.
(1997). The c-ets1 protooncogene is expressed in human trophoblast during the first
trimester of pregnancy. Early Human Development, 47, 147-156.

Redlich, K., Kiener, H.P., Schett, G., Tohidast-Akrad, M., Selzer, E., Radda, I.
Stummvoll, G.H., Steiner, C.W., Groger, M. and Bitzan, P. (2001). Overexpression
of transcription factor Ets-1 in rheumatoid arthritis synovial membrane: Regulation
of expression and activation by interleukin-1 and tumor necrosis factor a. Arthritis
& Rheumatology, 44, 266-274.

Djelmis, J., Desoye, G. and Ivanisevi, M. (Editors) (2005). Diabetology of
Pregnancy. Basel, Karger, 2005, vol 17.



76



EKLER

77



EK-1. Etik Kurul Onay1

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

TiP-2 VE GESTASYONEL DIYABETLI GEBE PLASENTALARININ TROFOBLAST GELISIMI,

ARASTIRMANIN AGIK ADI
ANJIYOGENEZ YONUNDEN KARSILASTIRILMALI OLARAK iINCELENMESI
VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL
KODU
ETIKKURULUN ADI T.C SAGLIK BAKANLIGI ZEKAT TAHIR BURAK KADIN SAGLIGI EGITIM VE ARASTIRMA
i HASTANES] KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU (2011-KAEK-19)
2 = ACIK ADRES!: T.C. Sadlik Bakanligi Zekai Tahir Burak Kadin Saghgi Egitim ve Arastirma Hastanesi
=] ‘_' 2 Talatpaga Bulvar Samanpazari/ANKARA
2=
P TELEFON 0 312 306 56 85
! = ® FAKS 0312 312 50 69
| E-POSTA etk_kurul@yahoo.com.tr
KOORDINATOR/SORUMLU =
ARASTIRMACI PROF. DR. SUNA OMEROGLU
UNVANI/ADI/SOYADI
KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ UZMANLIK | Histoloji ve Embriyoloji
ALANI

KOORDINATOR/SORUMLU
ARASTIRMACININ BULUNDUGU
MERKEZ

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi

VARSA IDARIT SORUMLU
UNVANI/ADI/SOYADI

DESTEKLEYICI

PROJE YURUTUCUSU
UNVANIADI/SOYADI

= (TUBITAK vb. gibi kaynaklardan
= destek alanlar igin)
< DESTEKLEYICININ YASAL T . . " .
= TEMSILCISI Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi
= FAZ 1 O
Z
= FAZ2 (]
]
FAZ3 O
FAZ 4 (]
ARASTIRMANIN FAZI VE 2
(TR Gozlemsel ilag galigmasi =
Tibbi cihaz klinik arastirmasi O
in vitro tibbi tani cihazlar ile yapilan O
performans degerlendirme gal lari
ilag dig1 klinik aragtirma X
Diger ise belirtiniz:
ARASTIRMAYA KATILAN TEK MERKEZ GOK MERKEZ ULUSAL ULUSLAR ARASI
MERKEZLER X O O O
Belge Adi Tarihi Yersiyon Dili
Numarasi
z
S = | ARASTIRMA PROTOKOLU Torkee [ Ingilizce (] Diger (J
z | BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR
= FORMU Tirkge [0 Ingilizee (J Diger (J
OLGU RAPOR FORMU Torkge [0 Ingilizee O] Diger (]
ARASTIRMA BROSURU Torkge [0 Ingilizee (J Diger [J
F i

Etik Kurul Baskaninin

Unvani’Adi/'Soyadi: Dog. Dr. Sema ZERGEROGLU

Imza:

1,

Not: Etik kurul bagk i

P
g1 her sayfaya imza

78



EK-1 (devam) Etik Kurul Onay1

KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

TiP-2 VE GESTASYONEL DIYABETLI GEBE PLASENTALARININ TROFOBLAST GELISiMI,
ANJIYOGENEZ YONUNDEN KARSILASTIRILMALI OLARAK iINCELENMESI

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL
KODU

Belge Adi Aciklama

- SIGORTA 0

2= ARASTIRMA BUTCESI X

s BIYOLOJIK MATERYEL TRANSFER a

=23 FORMU =

ﬁ =2 ILAN x [

= YILLIK BILDIRIM 0

= 5 SONUC RAPORU

20

22

GUVENLILIK BILDIRIMLERI

I

DIGER:

Karar No: 11 /2017

Tarih: 17.1.2017

Yukanda bilgileri vcnlcn bagvuru dosyas ile ilgili belgeler aragirmanin/galismanin gerekge, amag, yaklasim ve yomemlen dikkate alinarak

incelenmis ve uygun t

KARAR
BILGILERI

Cihaz Kurumu’ndan izin al

sakinca bulunmadigina toplantiya kanlan etik kurul tiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmistir.
ilag ve Biyolojik Urinlerin Klinik Aragtirmalari Hakkinda Yonetmelik kapsaminda yer alan aragtirmalar/galigmalar igin Turkiye ilag ve Tibbi

olup aragtir bagvuru do: da belirtilen merkezlerde gergeklesti etik ve bilimsel
p Yy g 3

gerekmektedir.

KLINIK ARASTIRMALAR ETIiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI

flag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Aragtirmalari Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari
Kilavuzu Son Versiyonu

BASKANIN UNVANI/ADI/SOYADI:

Dog. Dr. Sema ZERGEROGLU

Arastirma ile

Unvani/AdvSoyadi Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet iliski Katihm imza
Av. Murat CANGUL Hukuk Serbest Avukat EX | kO |0 |HR | EX | HO
Doc. Dr. Eyiip HORASANLI Anesteziyoloji Kegioren EAH ER | kO | e0 |HX | EX | HO \,/{ 170
; " Gazi Uni. Miih. Fak. Elek. = =

Dog. Dr. Firat HARDALAG Biomedikal Elektronik eX (kO |0 |HR | ER | H @i : 2|

Yiik. Mih. Fatih DULKAN Metalurji Mih. Sanayi Bakanligi E kO | eO |HX | ER® | HO / 8

Yrd. Dog. Dr. Beyza Doganay R aTe Ankara Universitesi -

Erdodan Biyoistatistik Tip Fakiltesi E0 | kX |ed |HR | ER | H ﬁ _?Ja

Uzm. Dr. Ece GUL IBRISIM Biyokimya Zekai Tahir Burak EAH E0 | kX [ e0 |HX | EX [ HO v

= " Ankara Universitesi —

Prof. Dr. Omer ERDEVE Neonatoloji Tip Fakiltesi ER | kO | O | H ER | HO C ﬂ%w
= A /

Prof. Dr. H. Zafer GUNEY Farmakoloji Gazi Uni. Tip Fak EX | kO |0 |HX | ER | HO %

Prof. Dr. Tarkan KARAKAN Gastroenteroloji Gazi Uni. Tip Fak EX | kO |0 |HR | EX | HO 4

Dog. Dr. Elif Gl YAPAR EYI Kadin Dogum Hast. Zekai Tahir Burak EAH E0 | kX |e0 |HR | EX | HO </‘v:()'

Dog. Dr. Sema ZERGEROGLU Patoloji Zekai Tahir Burak EAH EO | K E0 |HR | EX [ HO

¥

*:Toplantida Bulunma

Etik Kurul Bagkaninin

Unvani/Adi/Soyadi: Dog. Dr. Sema ZERGEROGL

Imza:

Not: Etik kurul bagk i yer almadigt her sayfaya imza

T

79



80

OZGECMIS
Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi :CEYHAN Miiserref Seyma
Uyrugu :TC
Dogum tarihi ve yeri :01.01.1988, KONYA
Medeni hali : Bekar
Telefon : 03122026918
e-mail : msceyhan@hotmail.com
Egitim
Derece Egitim Birimi Mezuniyet

Yiksek Lisans  Gazi U, Tip Fakiiltesi, Histoloji-Embriyolji ~Devam ediyor

Yiksek Lisans  Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyoloji 2014
Lisans Orta Dogu Teknik Universitesi, Biyoloji 2011
Lise Liileburgaz Anadolu Lisesi 2006
Is Deneyimi
Yl Yer Gorev
2015- devam ediyor Gazi Universitesi Saghk Bil. Ens.  Arastirma Gorevlisi
Yabana Dil
Ingilizce
Yaynlar

1. Enayat, S, Ceyhan MS, Taskoparan B, Stefek M, Banerjee S. CHNQ, a novel 2-Chloro-
1,4-naphthoquinone Derivative of Quercetin, induces Oxidative Stress and Autophagy both
in vitro and in vivo. Archives of Biochemistry and Biophysics, 2016, 596:84-98. DOI:
10.1016/j.abb.2016.03.004

2. Bounaama A, Enayat S, Ceyhan MS, Moulahoum H, Djerdjouri B and Banerjee S.
Ethanolic extract of bark from Salix aegyptiaca ameliorates 1,2-dimethylhydrazine induced



81

colon carcinogenesis in mice by reducing oxidative stress. Nutrition and Cancer: An
International Journal, 2016, 68, 495-506. DOI: 10.1080/01635581.2016.1152379

3. Soltesova Prnova M, Majekova M, Milackova I, Diez-Dacal B, Pérez-Sala D, Ceyhan
MS, Banerjee S, Stefek M. [5-(Benzyloxy)-1H-indol-1-yl]acetic acid, an aldose reductase
inhibitor and PPARYy ligand. Acta Biochim Pol. 2015, 62(3):523-8.

4. Enayat S, Ceyhan S. M, Basaran A. A, Giirsel M and Banerjee S. Anticarcinogenic effects
of the ethanolic extract of Salix aegyptiaca and its active fractions in colon cancer cells:
involvement of PI3K/AKT and MAPK pathways. Nutrition and Cancer: An International
Journal. 2013, 65:1045-58

Kongreler ve Seminerler
Sozlii Sunumlar

1. Enayat S, Ceyhan S.M, Basaran A, Giirsel M and Banerjee S. Anticarcinogenic effects
of the ethanolic extract of Salix aegyptiaca and its active fractions in colon cancer cells:
involvement of PIBK/AKT and MAPK pathways. 10th International Symposium on
Pharmaceutical Sciences, ISOPS10, 26 Jun -29 Jun, 2012 Ankara, Turkey.

2. Enayat S, Ceyhan S.M, Basaran A, Giirsel M and Banerjee S. Anticarcinogenic effects
of the ethanolic extract of Salix aegyptiaca and its active fractions in colon cancer cells:
involvement of PISBK/AKT and MAPK pathways. EMBO Young Scientist Forum, 14 Jun-
16 Jun, 2012 Istanbul, Turkey.

Poster Sunumlari

1. Miiserref Seyma Ceyhan, Suna Omeroglu, Deniz Karcaaltincaba, Tuncay Peker, Saadet
Ozen Akarca Dizakar, Ismail Tiirkoglu, Sreeparna Banerjee. Tip-2 Ve Gestasyonel Diyabetli
Gebe Plasentalarinin Trofoblast Gelisimi, Anjiyogenezis Y oniinden Karsilastirmali Olarak
Incelenmesi. 1. Uluslararas1 Saghik Bilimleri ve Yasam Kongresi (IHSLC 2018) 02-05
Mayis 2018, Burdur.

2. Sinem Tunger, Ismail Cimen, Ayse Keskus, Alper Duranel, Ozlen Konu, M. Seyma
Ceyhan, Melis Colakoglu, Caner Yener, Sreeparna Banerjee. 15-Lipoxygenase-1
expression inhibits angiogenesis in colorectal cancer cell lines. 14th International
Conference on Bioactive Lipids in Cancer, Inflammation and Related Diseases, July 12-15,
2015, Budapest, Hungary. Travel award given to Sinem Tunger.

3. Soltesova Prnova M, Majekova M, Ballekova J, Ceyhan MS, Enayat S, Banerjee S, Stefek
M. Characterization and functional effects of cemtirestat, a potent aldo-keto reductase
inhibitor, in diabetes and inflammation. 11th International Symposium on Pharmaceutical
Sciences (ISOPS), 9-12 June, 2015, Ankara.



82

4. Effects of AKR1B1 silencing in HCT-116 colon cancer cells. Taskoparan B, Ceyhan
M.S, Tunger S, Stefek M, Banerjee S. 11th International Symposium on Pharmaceutical
Sciences (ISOPS), 9-12 June, 2015, Ankara.

5. Shabnam Enayat, Miiserref Seyma Ceyhan, Sreeparna Banerjee, Milan Stefek. 2-chloro-
1,4-na