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1.1. TURKCE OZET
Gestasyonel Diabet Olan ve Olmayan Hastalarin Plasentalarinda Ezrin-Radixin-Moesin
Proteinlerinin Immunohistokimya ve Western Blot Yontemleriyle Expresyonlarinin
Degerlendirilmesi
Ogrencinin adi1 ve soyadi: Muhammet Erdal SAK
Damisman: AKKUS Murat, PhD,Professor
Anabilim Dah: Histoloji ve Embriyoloji
Amag: Bu calismada gestasyonel diyabetli olan ve normal gebeliklerde term plasentalarda
ERM protein ailesi olarakta bilinen hiicre membran proteinlerinden ezrin, radiksin ve
moesin’in plasental ekspresyon diizeylerinin immunohistokimyasal ve western blot
yontemleriyle incelenmesi amaglanmustir.
Gere¢ ve Yontem: Bu calismada Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesine dogum
sebebiyle bagvuran 20 kontrol, 20 GDM’li hastanin plasentalar1 kullanilmistir. Elde edilen
plasentalar disseksiyonu takiben rutin histolojik takibe alinmistir. Ayrica dissekiye edilen
plasenta 6rneklerinin bir kismi1 da western blot analizi i¢in -80°C’de muhafaza edilmistir.
Rutin protokoller sonrasi rutin hematoksilen & eozin ile boyanmis ve histopatolojik inceleme
yapilmistir. Ayrica plasentada ezrin, radixin ve moesin ekspresyon diizey ve lokalizasyonlari
western blot ve immunohistokimya yontemleriyle degerlendirilmistir.
Bulgular: Hematoksilen ve eozin boyanan orneklerde kontrol grubunda normal morfoloji
izlenmesine karsin GDM’li plasentalarda yogun patoloji izlendi. Ezrin, radixin ve moesin
immunohistokimya analizinde bu proteinlerin basta trofoblastik ve kismen fetal kapiller
endotelleri olmak tizere g¢esitli bolgelerde degisen diizeylerde eksprese edildigi goriildii. Hem
kontrol hem de GDM’li plasentalarda bu proteinlerin mevcudiyeti western blot analiziyle
konfirme edildi. Ancak GDM’li hastalarda her {i¢ protein’in de ekspresyon diizeylerinde
azalma oldugu goriildii.
Sonuc: Genellikle hiicre aktin iskeletiyle iligkili olan ERM protein ailesi tiyelerinin GDM’li
hastalarda ekspresyon diizeyi azalmaktadir. Bu durumun GDM’nin fizyopatolojisinde rol
alabilecegini diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Plasenta, Ezrin, Radixin, Moesin, GDM



Evaluation of the Expression of Ezrin-Radixin-Moesin Proteins in the Placenta of
Pregnant Women with and without Gestational Diabetes by Immunohistochemistry and
Western Blot Methods

Student’s surname and name: SAK Muhammet Erdal

Advisor: Prof. Dr. Murat AKKUS

Department: Histology and Embryology

1.2. ABSTRACT

Aim: In this study, we aimed to investigate the placental expression levels of ezrin, radixin
and moesin, that are known as members of ERM protein family in gestational diabetes
mellitus and normotensive term placenta by immunohistochemical and western blot analyses.
Materials and Methods: In this study, placentas of 20 normotensive and 20 GDM mothers
whom applied to Dicle University Medical Faculty Hospital due to birth were used. Placentas
were dissected and routine histological tissue processing protocol was performed. Also, some
tissue samples were kept at -80°C for western blot analysis. Following routine protocols,
histological samples stained with H&E and examined under light microscope. In addition, the
expression levels and localizations of ezrin, radixin and moesin in the placenta were evaluated
by western blot and immunohistochemistry methods.

Results: Besides normal histology in kontrol placentas, severe histopathological
degenerations and morphological abnormalities were observed in GDM placenta. When we
evaluated expression of ezrin, radixin and moesin, we observed immunpositivity of these
proteins in various parts of the placenta, mainly at trophoblast cells and endothelial cells of
fetal capilleries. Expression of these proteins were confirmed with western blot analyses both
in control and GDM placenta. However, it was obvious that expression of ezrin, radixin and
moesin was reduced in GDM placenta.

Conclusion: The expression level of the members of ERM protein family, that are generally
involved to the actin skeleton structure, decreases in GDM placenta. We believe this cellular
abnormality may play a key role in pathophysiology of GDM.

Keywords: Plasenta, Ezrin, Radixin, Moesin, GDM



2. GIRIS ve AMAC

Giiniimiizde hemen hemen biitiin gebeliklerin %3-10'unda diyabet tanisi konmaktadir.
Gebelik diyabeti sikayeti bulunan kisilerin %90'ina gestasyonel diabetes mellitus (GDM),
%10'una ise pregestasyonel diabetes mellitus (PGDM) tanis1 konmaktadir. Tiim diinya
genelinde gebelik ¢agindaki kisilerde diyabet sikligi her gegen giin artis gostermektedir. Bu
artisin baslica sebepleri; diyet aligkanliklarindaki degisimler, sedanter yasam tarzi ve obezite
sikhigindaki artis ile iliskili oldugu diisiiniilmektedir. Insiilin hormonu’nun kesfedilmesine
kadar diyabetli gebelerde mortalite oram1 %30'larda ve infant mortalite orani ise %90'larda
iken, bu hastaligin patogenezi’nin daha iyi ve dogru anlasilmasi, ayrica gelismekte olan tedavi
ve takip yontemlerinin sayesinde perinatal mortalite, genel niifusta yakin diizeylere ulasmistir
(1-3).

Plasenta, gebelik siiresince anne ile fetiis arasinda fonksiyonel ve fiziki iligkinin
saglanmasinda rol alan ve gebelik siirecine ait olan 6zel bir organ olarak tanimlanir. Gebelik
boyunca plasentada olusan degisiklikler, fetal gelisim i¢in elzem olan; oksijen ve besin’in
fetlise iletimi, metabolik artik maddelerin fetustan uzaklastirilmasi, hormon iiretimi ve fetiisi
fiziksel koruma gibi fonksiyonlarla uyum gostermelidir (4).

GDM hem fetus hem de annede kisa ve uzun vadede ¢esitli komplikasyonlara neden
olmaktadir. Takibi 1yi yapilmayan diyabette konjenital malformasyonlar, fetal makrozomi ve
intrauterin gelisim geriligi gozlenebilmektedir (5). Diyabetik gebeliklerde plasenta genellikle
normal boyutlarindan daha biiyiik olmaktadir.

Ayrica GDM, plasenta iizerinde hem fizyolojik hem de morfolojik yonden cesitli
patolojilerle kendisini gostermektedir (6). Maternal kokenli hiperglisemi, plasentada fibrinoid
nekroz, villus immaturasyonu, anjiyogenezde artis gibi histopatolojik durumlara neden olur.
Vill6z immaturasyonun disinda mikroskobik diizeyde GDM’li plasentada vaskiilosinsityal
membranda kalinlagma, sinsityal diigiimlerin sayisinda artig ve villoz nekroz gibi patolojilere
de rastlanmaktadir (7-10). Diyabet ile iliskili olan bu anormalliklerin diizeyi maruz kalinan
glukoz miktarina bagh olarak degisiklik gosterebilmektedir (11).

Giliniimiize kadar GDM ile plasental proteinlerin fonksiyon, yap1 ve miktarindaki
degisiklikler arasinda say1siz ¢aligma yapilmistir. Vaskiiler disfonksiyon ve anjiyogenik sinyal
yolaklarindaki aksakliklar ve GDM arasinda bir¢ok bulgu sunulmustur (12). Ayrica GDM’li
plasentada MMP aktivitesinde, apoptotik sinyal mekanizmasinda ve inflamasyonda

anormallikle daha onceki ¢aligmalarla tanimlanmistir (13,14).



Her ne kadar patogenezi tam olarak agiklanmamig olsa dahi, morfolojik bozukluklarin
varligi, GDM’nin sekillenmesinde bir¢ogu proteinin fonksiyon ve yapisinda bozukluklar
olabilecegi ihtimalini diisiindiirmektedir.

Bugiine kadar yapilmis plasental arastirmalarda ERM protein ailesi tiyeleri detayl sekilde
arastirtlmamistir. Hiicre aktin iskeleti ile dogrudan iligki igerisinde bulunan bu proteinlerin
fonksiyon ve yapisal degisiklikleriyle GDM kaynakli plasental patoloji arasinda bir baglanti
olabilecegini diisliniiyoruz.

Bu sebeple bu ¢alismada GDM’li ve kontrol gebelerin plasentalarinda ezrin, radixin ve
moesin proteinlerinin ekspresyon diizeylerini ve immiin lokalizasyonlarini arastirmay1

amacladik.



3. GENEL BILGILER

3.1. Plasenta Hakkinda Bilgi

3.1.1. Giris ve tamim

Plasenta cogunlukla fetal orjinli olup fetal biiylime doéneminde birden ¢ok karmagik
fonksiyonu iistlenen bir organdir. Gelisen embriyodan kdken alan bir fetal kismi ve annenin
uterusundan koken alan bir anne kismi olmak iizere iki kismi vardir. Gestasyonel donemde,
beslenme, gaz degisimi, artiklarin atilmasi, endokrin, immun destegi ve 6zel bir dolasim
sistemi gibi fonksiyonlarla fetiis gelisimine destek olur (15). Plasenta metabolik {iriinlerin
degisimine izin veren ve villus olarak adlandirilan bir¢ok sayida fonksiyonel birimlerden
olusur. Plasenta mavimsi renkte, diskoid sekilli, 15-22 cm c¢apinda, 2-4 cm kalinliginda
yaklasik 400-600 gram agirliginda bir yapidir. Maternal yiiziinde lobulasyon goriiliir ve
bunlara kotiledon adi verilir (16). Kotiledonlarin yapisindan dolayr maternal yiiz girintili
cikintili iken fotal yiiz parlak, gri ve genis opak damarlari igerir. Maternal yiiz ven6z kandan
dolay1 koyu kirmizidir (Sekil 1). Plasenta anne kanindaki tiim oksijen ve glikozun {igte birini
kullanir ve protein sentezi karacigerden daha yiiksektir. Plasenta dogum sirasinda uterus

duvarindan kopar ve dogumdan sonraki yaklagik 25-30 dakika sonra uterustan disariya atilir
(17).

Sekil 1: Full Term bir plasentanin fetal kismi (sol taraf) ve maternal kismi (sag) makroskopik
gOoruntisu

Erisim linki:

https://embryology.med.unsw.edu.au/embryology/index.php/BGDA_Practical_-
_Placenta_and_Fetal Membranes#/media/File:Placenta_term_anatomy_01.jpg

Erisim tarihi: 17.06.2020



3.1.2. Plasentanin gelisimi

Morula evresindeki ovum uterusa dogru olan yolculugunda igine siirekli sivi alir ve
blastokisit olusturur. Uterusa deger degmez morulanin dis hiicre toplulugu cogalarak
sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast olarak iki tabakaya ayrilir (18). Ovumun uterusa implante
oldugu endometriyum artik desidua adin1 alir (19). Konseptusun yedinci giiniinde doéllenmis
ovumu digardan kaplayan bir trofoblastik hiicre kitlesi ve embriyoyu olusturacak olan i¢ hiicre
kitlesini olusur. Trofoblast hiicreleri plasentanin ¢ogunu olusturur ve aynit zamanda embriyo
icin besin kaynagidir. Sitotrofoblastlar farklilasarak sinsityotrofoblastlari olusturur ve boylece
villoz trofoblastlarda her iki hiicre tipi bulunur (20).

Onikinci gilinde, sitotrofoblastlar koryonik plakadan prolifere olarak fetal plasentanin
trabekiilleri i¢ine invaze olur ve primer villuslar1 (Sekil 2) meydana getirir. Primer villuslar
(Sekil 3) maternal kani lakiinalara kadar tasir ve on besinci giinde ekstraembriyonik
mezoderm tabakasi villuslarin arasina girer. Boylece sekonder villuslar da olusmus olur. On
dokuzuncu giinde sekonder villuslarin vaskularize olmasiyla tersiyer villuslar da olusmus olur
ve bu villuslar hamileligin bitimine kadar devam eder (21). Yaklasik yirmi birinci giinde
embriyonik kan villéz dolasima katilir ve embryiyo saran koryon sekizinci haftada ayni tip
villuslar kaplanir ve desidua kapsiilaris tarafindan bu bolge diizlestirilir. Plasenta gelisen
fetusun gereksinimleri karsilamak birtakim degisimler gecirir. Yiizey alani genisler,
permeabilite artar, madde aligveris mesafesi azalir, villus sayisi artar ancak yiizey alanlar

azalir. Plasentada vaskulogenez artar ve vaskiiler limenler genisler (22).

\ Cytotrophoblast

Syncytiotrophoblast Blood capillary

Mesenchyme

Sekil 2: Plasentasyonda ve gebeligin ileri doneminde olusan villuslar. Primer (a), sekonder (b)

ve tersiyer (c) villuslar ve onlar1 olusturan yapilar gosterilmistir (23).

Dallanan bu villuslar villoz aga¢ olarak adlandirilir ve bos alanlarin ¢ogunu bu agag isgal
eder. Villoz agag, fetal trofoblastik kabugu ve desidua bazalis smirlandirilmistir. Fetal
plasenta ya da diger adiyla koryon frondozum buradan gelisirken maternal plasenta ise

endometriyumun desidua bazalisinden gelisir. Bu iki tabaka arasinda bulunan kok villuslar



maternal kanla yikanan bosluga dogru dallanir ve septumlar genisler. Plasentanin maternal
yliziinde kabart1 seklinde goriilen 10-40 tane kotileden adi verilen yapilar olusur. Kotiledonlar
koryonik tabaka ile temas etmezler ancak birbirlerine yakindirlar. Yaklasik olarak on
dordiincii haftada full term plasenta olusur ve enine biiyiime durur. Yirminci hafta itibari ile
10 cm capinda olan plasenta doguma yakin 2-4 cm genisliginde ve yaklasik 500 gram
agirhiginda olur (22).

3.1.3. Erken plasenta gelisimi - prelakiinar asamalari

Plasentanin gelisimi ge¢ blastokistin endometriyuma temas etmesiyle yaklasik altinci ile
yedinci giinde baglar. Geg blastokist daha dnceden de bahsedildigi gibi dis tarafta plasentay1
olusuturacak olan trofoblastlar ve i¢ tarafta embriyoyu olusturacak olan embriyoblastlardan
meydana gelmistir. Dollenmeden sonraki sekiz ila on ikinci giinler arasinda trofoblastlar
endometriyumla temas eder etmez sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlar olmak iizere iki farkli
tabakaya ayrilirlar (24,25).

Bu asamada lakiinalar siv1 ile dolu olup izole iken birlesip genis lakiinar ag1 meydana
getirir. Boylece trofoblast tabakas1 endometriyuma komsu olan dis trofoblastik, lakiinar ag ve
embriyoya bakan ve ekstraembriyonik mezoderm ve i¢ trofoblast hiicrelerinin meydana
getirdigi primer koryonik plak. Lakiinalar birleserek intervilloz boslugu ve ankoring
villuslarin1 olustururken, primer koryonik plak koryonik plakayi, trofoblastik kabuk ise bazal
plakayr olusturur. On ikinci giinde sitotrofoblastlar sinsityotrofblastlar1  asarak

endometriyumun derinlere kadar invaze olup ekstra villoz trofoblast olarak adlandirilirlar

(26).

Maternal desidual arterler

Primer villus

Sinsityotrofoblast ———

Sekil 3: Postimplantasyon erken donemde villuslarin gelisimi (27).
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3.1.4. Erken villoz asamasi

Sitotrofoblast hiicreleri ¢ogalarak on Tigiincii giine kadar yan dallar1 olustururak
lakiinalara dogru uzanirlar. Buradan gelisen ilk dallara primer villus, bu villuslarin igine
ekstraembriyonik mezodermin girmesiyle sekonder villuslar olusur (28,29). Mezodermin
icinde hemanjiyoblastlarin farklilasmasiyla ilk fetal kilcal damarlar1 olustururlar. Sekonder
villuslarin kanlanmasiyla tersiyer villuslar olusur ve trabekiillerin dallanmasi devam eder.
Plasenta gelisimine devam ederken mezensimal villuslar ve bunlarin yiizeyinde kdken alan
villuslar villoz agacin gelisimine katki saglar. Kok villuslar olgunlasmamis intermediyer
villuslarindan gelisir. Gebeligin yirminci haftasina kadar on ila yirmi villus dallanmasi1 daha
gerceklesir. Olgunlasmamis ara villuslarin yapimi yirmi dordiincii haftaya kadar devam

ederken villus ag1 da gaz degisimi yapabilme yetenegini kazanir (30).

3.1.5. Plasental villus agaci

Yukarida da deginildigi gibi plasenta gelisirken bir villoz agag gelisir. Villoz agac stirekli
anne kaniyla yikanir ve fetoplasental dolasimi sagladigi i¢in vaskiilarizsyon olduke¢a iyi
gelismistir. Maternal kanin fetal kanla karigmasi i¢in asmas1 gereken villoz duvar distan ice
dogru sinsityotrofoblastlar, sitotrofoblastlar, mezenkimal bag dokusu ve hiicreleri ve fetal
kapiller endotelinden olusur. Villoz agacin gestasyonel donemdeki goriinlimlerine ve
ozelliklerine gore bes gruba ayrilir (31).

Mezenkimal villuslar 100-250 um c¢apinda, mezensim hiicrelerinden fakir, vaskiiler
liimeni olmayan ve gelisen damarlarla baglantili villsullardir. Bu villuslar mezensimal
villuslara farklanir ve gestasyonun ilk donemlerinde gozlenirler. Nonmatiir intermediyer
villuslar, mezensim villuslarindan gelisen, 100-400 um ¢apinda, farkli biiyiikliikteki bulboz
villuslardir. Sekiz ila yirmi ikinci hafta arasinda yogun olarak goriinen bu villuslar zengin
stromalar1 ve uzun prosesleri ile karakterizedir. Olgunlagsmamis intermediyer villuslar kok
villuslara farklanirlar. Nonmatiir intermediyer villuslardan gelisen kok villuslar 80 um-500
um capinda villuslardir. Iyi gelismis stromalarinda yogun kollajen liflerinin yaninda arterler,
venler, fibroblastlar ve plasental makrofajlar izlenir. Kalin bir sinsityotrofoblast tabakasi ile
cevirili olduklarindan madde aligverisinden ¢ok villus agacina fiziksel destek gorevi goriirler.
Matiir intermediyer villuslar kok villuslarin bdliinmesi sonucu olusan, ¢aplart 80-120 pum
arasinda, ince ve hafif¢e kivrik villuslardir. Stromalarinda ¢ok hiicre icermeyen ve kiigiik kan
damarlari ile taninabilir. Terminal villuslar olgun ara villuslardan gelisir ve villus agacinin son

buldugu yapilardir. 80um-100pum ¢apinda, kisa, kalin ve yiiksek vaskiilarizasyon gosteren
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villuslardir. Histolojik kesitlerde stromal alanin yarisindan fazlasi damarlar tarafindan isgal

edilmis olarak gozlenir (32).

3.1.6. Maternal plasenta

Uterusun endometriyumundan kdken alan ve trofoblastlar, septum ve bazal plaktan
meydan gelen plasentanin maternal kisimdir. Maternal plasentanin yiizeyinde 10-40 adet
cikint1 seklinde goriilen plasentanin fonksiyonel birimi kabul edilen kotiledonlar izlenir (33).
Bazal plakata biiylime uterustakinden daha fazla oldugu i¢in bazal plaklarda katlantilar
olusarak plasental septa adi verilen bazal plaktan koken alan ancak koryonik plaga
ulasamayan ve villoz agacit tam bdlmeyen diizensiz yapilar olusur (Sekil 4). Bu yapilar
gestasyonun altinici-sekizinci haftalarinda itibaren gelisir. Plasental septalarda fibrinoid,
sitotrofoblast, desidual hiicreler ile septalarin iist kenarlarina tutunmus, ankoring villuslar ve

onlarin sito- ve sinsityotrofoblast hiicreleri bulunur (34).

Myometriyum

Plasental septum

Spiral arter \Endometriyal ven

g l‘ ~

Gibek kordodfa
Koryonik plak

(b)

Plasental septa ~ Y
Gobek kordonu . Tt
S

Sekil 4: Maternal plasentanin illustrasyonu (35)



3.1.7. Fotal plasenta

Plasentanin fetal kismi koryon frondozumdan gelisir ve koryon villuslarindan olusur.
Fetusa bakan tarafi amniyon zar1 ile sarili iken intravilloz bosluk tarafi ise sitotrofoblastlar ve
sinsityotrofoblastlar ile isgal edilmistir. Amniyon zar1 tek katl kiibik veya prizmatik epitelden
olusur. Epitel tabakasinin altinda amniyon mezodermi ince retikiiler bir tabaka seklinde
komsu koryonun mezoderm tabakasi i¢ine invaze olur. Bu yarik seklinde yapilarin son
kisimlarinda fibrinoid bulunur (33). Fibrinoid, plasental fibrin ve dige fetal ve maternal
artiklarin olustudugu, histolojik olarak eozinofilik boyanan, aselliiler homojen bir maddedir.
Fibrinoid plasentada, koryonik plakta, villuslar i¢inde ve arasinda, uteroplasental damarlarda
ve villus agacinda bulunabilir. Fibrinoid madde plasentada belirli bir diizeyde bulunur ancak
normalden fazla olursa patolojik bir durumu gosterir. Iki alt tiirii bulunur: perivilldz ve
intravilloz fibrinoid. (15)

Koryon plagindan ¢ikan kok villuslar villus agacinin ilk dallanmasini olusturur. Villus
agacinin kalinli§i 2-4 cm aras1 degisir. En kalin bolge gobek kordonun koryon plagiyla
kesistigi yerdeki kok villuslarin ana dallaridir. Histolojik kesitlerde bu dallarin kas duvarlar
fibroz stroma ile ¢evrilmis olup vaskiiler yapilardan zengin goriiniirler. Koryon agacinda bir
arter ve bir venden olusan kapali bir dolasim sistemi vardir. Maternal oksijene kan uterusun
spiral arterleri ile bazal plagi gegerek belirli zaman araliklarinda intervilloz bosluklara
acilirlar. Arterlerin bosluklara acildig1 yerde liimenleri daralir ve yiliksek basingla gelen

oksijene maternal kan kii¢lik villuslar1 yikar ve villustaki kanin ileri dogru itilmesi saglanir

(Sekil 5) (33).
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Sekil 5: Plasental dolasim
Erisim linki: https://biologydictionary.net/wp-content/uploads/2017/07/Placenta.jpg.
Erisim tarihi: 18.06.2020

3.1.8. Insan Plasentanda vaskiilojenez ve anjiyogenezis
Plasenta gelisen fetusun besin ve oksijen ihtiyacin1 karsilayabilmek icin gebeligin ilerleyen
donemiyle dogru orantili olarak hacmini ve kan damarlarinin sayisini, kapiller uzantilarini
diizenli arttirir. Insan plasentasinda vaskiiler gelisim {i¢ basamaktan olusur, bunlar; 1) VEGF
tarafindan parakrin olarak diizenlenen hemanjiyojenik kok hiicre kaynakli sitotrophoblast
farklilagmasi ile vaskiilogenezin baslamasi, 2) Anjiyogenez I (aktivasyon) siireci. Bu basamak
prevaskiiler bir asamadir ve sitotrofoblast ve hofbauer hiicreleri tarafindan {iretilen biiyiime
faktorlerinin etkisinde gergeklesir. 3) Anjiyogenez II (yeniden modellenme) perivaskiiler
hiicrelerin (perisit ve myofibroblast benzeri hiicreler) kontraktil damarlar1 olusturacak sekilde
farklilagmasi (19). Plasentada kan damarlarmin de novo olusumu, mezodermden gé¢ eden onciil
hiicreler tarfindan baglatilir. Plasental vaskiilojenez ilk villuslarin olusmaya basladigi,
olgunlagmamin intermedier villuslardan mezenkimal villuslarin sekillendigi doneme denk gelen,
yaklagik p.c. 18’nci giin ile 35’nci giin arasinda gergeklesir. Vaskiilojenez siirecinde, Onciil
primitive kapillerler, pluripotent mezenkimal hiicrelerden ayrilan hemanjiyojenik kok hiicrelerin
in situ farklanmasiyla gergeklesir. Hemanjiyojenik kok hiicreler daha sonra hemanjiyoblastik kok
hiicrelere (hematopoetik progenitor hiicreler) farklanir (36,37). Onciil endotelyal tiipgiikler p.c.

21 ve 32’nci giinler arasinda olusur. Insan plasentasindaki vaskiilojenez, embriyonik damarlarm
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cikintilar olusturarak plasentayr damarlandirmasi yerine, plasental villuslardaki mezenkimal
precursor hiicrelerin de novo kapillerlere doniismesiyle gerceklesir. Anjiyogenez, daha once var
olan bir damardan yeni kan damarlariin olusturuldugu fizyolojik bir siiregtir. Plasental kan
damarlarmin gelisimi p.c. 21 nci giin gibi erken bir donemde baslar ve gestasyon boyunca devam
eder. Ilk plasental villuslar olustugunda, sitotrofoblast hiicre kiimesi kalin bir sinsityotrofoblast
ile ¢evrilidir. Sekonder villuslarin gelismesiyle, hiicre kiimeleri diizensiz bir sekilde ortadan
kaybolur, bag dokusu hiicreleri sitotrofoblastin altinda homojen bir sekilde organize olur.
Gestasyonun 6. haftasinda, villoz damarlarda bazal membran segilebilir hale gelir.
Hemanjiyoblastik hiicrelerden villoz kapillerlerin olusmasi gestasyonun 10-12. haftalarina kadar
gozlenebilir. On ikinci hafta gegilirken, kapillerler, halka halini alir, sinuzoidler olusturur ve
trofoblastik tabakaya dogru sinsityokapiller membran1 olusturmak {izere ¢ikint1 yapar. Gebeligin
ikinci yarisinda net bir yeni damar olusumu belirtileri gozlenmese de bazi kilcal filizler
izlenebilir. P.c. 32. giin civarinda, villoz endotel tiipler birbirleriyle ve onciil umblical korda ile
baglantt kurmaya baslar. Bu sekilde onciil bir fetoplasental bir dolasim sistemi kurulmus olur
(Resim 6). Bu giinden itibaren, vaskiilojenik de novo ile basalyan siireci villoz vaskiiler sistemi
olusturacak olan ve doguma kadar devam edecek olan anjiyogenik ilerleme takip eder. Plasental
anjiyogenezis 32’nci glinden doguma kadar dongii halindeki ii¢ basamak halinde gozlenir.
Bunlar; p.c. 32°nci giinden 25°nci haftaya kadar anjiyogenik dallarin dagiliminin etkisiyle ag
olusturulmasi, Periferal kapiller aglarin gerilemesi ve santral kok damarlarmin p.c. 15 ve 32.
haftalar arasinda olusumu ve dallanmayan damarlarin kendi iizerlerine katlanmasiyla terminal
kapillerlerin olusumu seklindedir. Plasental damarlanma VEGF, FGF ve PLGF’nin de i¢inde yer
aldig1 bir¢ok sinyal tarafindan diizenlenir (22).

3.1.9. Desidualizasyon
Dollenmeden sonra gebelik korpus lutemu progesteron salgilar ve implantasyona hazirlanmak
icin uterus endometriyumu sekresyon fazina geger. Geg blastokistin endometriyuma
tutunmastyla trofoblastlar sito ve sinsityotrofoblastlar olmak iizere iki farkli tabakaya
farklanir. Sinsityotrofoblastlar endometriyuma invaze olurlar ve bdylece endometriyumun
stromal hiicreleri de trofoblastlarin hormonal ve mekanik etkilerine bagli olarak morfolojik
degisikliklere ugrarlar. Endometriyumun implantasyona yanit olarak gergeklestirdigi bu
degisikliklere desidual reaksiyon, bu donemdeki endometriyuma desidua, bu olaya ise
desidualizasyon denir. Desidual hiicreler de hipertrofiye ugrayarak hacimce biiyiir, irilesir ve
poligonal bir goriiniim kazanirlar. Hiicreler lipid ve glikojen biriktirerek siserler. Desidua ii¢

kisimdan olusur. Desidua bazalis koryon frondozumun iizerinde yer alan ve desidual hiicreleri
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iceren kisimdir. Buradaki hiicreler glikojen ve lipidden zengin olup iri ve yuvarlak
hiicrelerdir. Maternal plasentanin bazal plakasint olusturur. Desidua kapsiileris ise
embriyonun kars1 kutbunda embriyoyu kusatan desidua tabakasidir. Az sayida kan damari ve
bez igerir ve uterusun bosluguna bakar. Koryon boslugu ve amniyon kesesinin biiylimesi
sonucu olusan basingla bu tabaka atrofiye ugrar. Gestasyonun on ikinci haftasinda bu
tabakanin kalinligi 1 milimetreye kadar azalir. Desidua pariyetalis ise uterusun implantasyon
bolgesi disinda kalan kisma adi verilir. 12. haftanin sonunda desidua kapsiilaris ve pariyetalis
birbirinden ince bir yarik ile ayridir. Fetiis biiyiidiik¢e, bu iki tabaka birbiriyle temas ederek

kaynasir ve uterus boslugu ortadan kalkarak koryoamniyotik membran olusmus olur

(15.38.39).

3.2. Gestasyonel Diyabetes Mellitus

Ik defa gebelik déneminde fark edilen veya bu dénemde baslamis olan glukoz
diizeyindeki tolerans bozuklugu Gestasyonel diyabetes mellitus (GDM) olarak tanimlanir.
Hiperglisemi’nin farkli diizeyleri bu donemde gozlenir. Bu hiperglisemik durum, annede ve
bebekte baz1 komplikasyonlarin sekillenmesine neden olabilmektedir. Annede hipertansiyon
goriiliirken, bu durum gebelik sonrasi diyabetine neden olabilmektedir. Bebekte ise bu
hastaliZin mevcudiyeti, makrozomi ve c¢esitli konjenital malformasyonlara neden
olabilmektedir. Gebelikle beraber ortaya cikan ve ilerleyebildigi bilinen insulin direnci,
gebeligin orta doneminde sekillenmeye ve ligiincli trimestira kadar ilerleyisini stirdiiriir.
Gebelikle beraber insulin direncinin sekillenmesinde olani sebepler plasentada bulunmakta
olan hormonal salgilar, tumor nekroz factor o (TNF-a)), adipokinler, insan plasental biiyiime
hormone ve insan plasental laktojen gibi faktorlerin etkisiyle sekillendigi bilinmektedir.
Bunun yani sira, gebelik doneminde progesteron, Ostrojen ve kortizol gibi molekiillerin
dzeyindeki artis glukoz-insiilin balansinin ortadan kalkmasina neden olmaktadir (40).
Gestasyon siiresince periferal insiilin direnci’nin ortadan kalkmasi i¢in pankreas tarafindan
insiilin salgilanmasi artis gosterir. Pankreas, bu durumda insiilin direncinin baskisini ortadan
kaldirabilmek icin yeterli diizeyde insiilin iiretemez ve GDM sekillenir (40). GDM’li
hastalarin az sayidaki bir kisminda glikoz intdleransinin sebebi gebelik oncesi olusan tip-2
diyabet olmasina ragmen, biiylik bir ¢ogunlugunda glikoz intdlerans1 gebelik sirasinda
sekillenmektedir (41). GDM, genel olarak dogum sonrasinda ortadan kalkmaktadir ayrica kan
seker diizeyi normal seviyelere gerilemektedir. Dogum sonrasi diyabetik durumun kalicilig

%S5 civarinda olmaktadir. Dogum sonrast Tip 2 diyabetin 5 y1l i¢erisinde sekillenme olasiligi
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%50’dir (42). Daha sonraki gebelik donemlerinde hastanin tekrar GDM sekillendirmesi
ihtimali %45°tir (43).

3.3. Gestasyonel Diyabetes Mellitus’ta plasental anjiyogenez
Diyabetik metabolizmanin sekillenmesiyle beraber GDM, gebeligin ikinci doneminden sonra
plasentada hasar olusturmaya baslar. Gestasyonel diyabetes mellitus’tan etkilenmekte olan
vaskiiler degisimlerin biliylik bir kismi gelisimsel anjiyogenez ve mikro-vaskiiler re-
modelleme iizerinde gozlenebilir (44). Bu durum, gebelikten Onceki siirecte diyabet’in
etkisinin vaskiiler gelisme iizerinde gestasyonel diyabetes mellitus’tan daha farkli bir
etkilenmeye sahip olabilecegini gostermektedir. Gestasyonel diyabetes mellitus, gebeligin
erken doneminde plasenta gelisiminde bozulmalara neden olur ayrica plasenta
vaskiilarizasyonun ise azalmasina sebep olur. Bu patolojik durum, istenmeyen sonuglara
neden olmakta ve calismalarda azalan veya artan plasental damar gelisimi raporlanmistir.
Gestasyonel diyabetes mellitus plasentalarinda, serbest ve kok villuslar’in kilcal yapilarinda
cesitli diizeylerde artis gozlenir (45). Villus stromasinda kollajen lif iiretiminde azalis,
sinsityotrofoblast hiicre tabakalarinda yogun vakuol benzeri olusumlar gozlenir. Tim
villuslarin stromasi vaskiiler yapilar tarafindan sarilir. Gestasyonel diyabetes mellitus
plasentasinda vaskiiler endotel hiicre direncinde olusan degisimlerin yaninda hiper
vaskiilarizasyona yonelme de gozlenmistir. Plasentanin vaskiilarizasyonundaki bu degisim
sadece annenin degil, fetiisiin de iizerinde olumsuz etkilere neden olmaktadir. Damarlarda
sekillenen degisimler sebebiyle retinopati ve kardiyovaskiiler komplikasyonlarin olugsma riski

daha ytiksektir (46).

3.4. Ezrin/Radiksin/Moesin (ERM) Protein Ailesi

ERM protein ailesi, birbirleriyle iligki igerisinde bulunan 3 proteinden olusmaktadir ve
bunlar; ezrin, radiksin, moesin (47). ERM protein ailesi iiyeleri, plazma membraninda
bulunan proteinler ve aktin hiicre iskeleti arasinda baglantiy1 saglar. Bu aileye ait proteinler,
mikrovilluslarda, membranlarin kirilma bdélgelerinde (membrane ruffles), hiicrelerin birlesme
ve boliinmeleri esnasinda yogunlagsmaktadir (48). ERM protein ailesi Caenorhabditis elegans
ve insan da dahil olmak bir¢cok canli ve Okaryotik hiicrelerde bulunur. ERM ailesinin
iizerinden ezrin, ilk izole edildiginde bagirsak mikrovillus hiicre iskeletinde kiiciik bir bilesen
olarak tarif edilmistir (49). Radiksin ise ilk olarak farelerde karaciger hiicrelerinde hiicre yan
yiizey baglantilarinda yer alan bir protein olarak tanimlanmistir (50). Moesin’in ilk

tanimlandig1 yer ise sigirlarin uteruslarinda yer alan diiz kas hiicreleridir ve bu hiicrelerde
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moesin’in heparin baglayici bir protein olarak gorev aldig1 gosterilmistir (51). Bu aileye ait ii¢
proteinin aminoasit sekanslari birbirleriyle oldukga benzerlik (%70-85) gostermektedir (Sekil

6). Fonksiyonel ve yapisal ozelliklerinden 6tiirii bu proteinler ERM protein ailesi olarak

adlandirilmaktadir.
1 320 497 586
Ezin |  FERM domain | adomain | Cer & 100%
N-ERMAD C-ERMAD
1 320 496 583
Hs s
Radixin | 87% | 60% | 69% =| 76%
1 320 490 577
Moesin | 86% | 51% | 68% =| 73%
1 321 481 575
Dm | Dmoesin | 78% [ 24% [ 51% = s57%
1 321 473 563
Ce | ERM-1 | 76% | 21% | #4% | s5%

Sekil 6: ERM ailesi tiyesi proteinlerin yapisi (52)

ERM protein ailesinden ezrin, midede, ince bagirsakta, bobrekler ve akcigerde yiiksek
diizeyde eksprese olurken, radiksin ince bagirsak ve karacigerde, moesin ise dalak ve
akcigerde bulunur (53). Fosforile olmayan durumlarda ERM proteinleri monomerler halinde
bulunurlar ve molekiil i¢i baglantilarindan dolayr diger molekiillerle etkilesim i¢in uygun
konuma sahip degildirler. ERM protein ailesi iiyelerinin aktif formlar1 hiicrelerdeki birgok
olayda gorev almaktadir. Ezrin’in insan plasental sinsityotrofoblast hiicrelerine ait
mikrovilluslarda yiiksek diizeyde eksprese oldugu tespit edilmistir. Ancak, radiksin’in
lokalizasyonu ezrin ve moesin’den kismen farkliliklar gosterir. Radiksin, ERM ailesi iiyesi
diger iki protein’in aksine adherent baglanmada rol alan proteinler seklinde tanimlanmaktadir
(48). Bu proteinler, hiicre seklinde olusan degisiklikler, hiicre adhezyonu ve tutunmada gorev
alir (54). Ezrin’in yaralarin iyilesme siireci, hiicre migrasyonu ve kortikal hiicre iskelet
seklinin organizasyonunda rol alir. Ayrica, mide bezlerinde yer alan pariyetal hiicrelerdeki
mide asidinin salgilanmasinda rol alir. Radiksin ise membranda transportunda ve kanal
organizasyonlarmin sekillendirilmesinde ayrica membranla hiicre aktin filamentlerinin
tutunmasin1 saglamaktadir. Radiksinin kortikal tabakanin diizenlenmesinde de gerekliligi
tanimlanmistir. Moesin’in insanlarda nétrofil, monosit ve lenfositlerde diger ERM ailesi
liyelerinden daha yiiksek diizeyde bulunmaktadir (55). Ezrin, kanser tiplerinin bazilartinda
oldukca yliksek diizeylerde eksprese olmaktadir. Daha 6nce yapilmis in vitro ¢alismalarda,

ezrinin, kanser hiicrelerinin invasyonu, migrasyonu, adhezyonu ve proliferasyonunda rolii
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oldugu tespit edilmistir (56). Ezrinin, overde sekillenen epitel kanserinde yogun diizeydeki
ekspresyonu  tanimlanmistir. Buna  karsin, kolon kanserinde normal dokuyla
karsilastirildiginda tiimor gelisen dokularda bu proteinin ¢ok diisiik diizeylerde eksprese
edildigi goriilmistiir. Radiksin ve moesin’in ise akciger adenokanserlerin diagnozunda ¢ok
diistik diizeylerde eksprese oldugu bildirilmistir (57).

Daha onceki calismalar dogrultusunda ERM aktivasyonunun Rho sinyal yolag: ile
gerceklestigi belirtilmistir. Kiiciik bir GTP baglayict protein olan Rho, plazma zarinda
ERM'in lokalizasyonu i¢in gereklidir (58). ERM'nin RhoA'ya bagimli fosforilasyonu,
membrana translokasyondan 6nce meydana gelir (59). ERM proteinleri aktin sitoiskeletinin
reorganizasyonu siirecinde Rho'yu indirger (60,61). Rho CD44 ve ERM arasindaki iligkiyi
diizenler (62). RhoGDI (Rho GDP ayrisma inhibitorii)) ERM proteinlerinin amino grup
terminal alanina baglanir (63). In vivo olarak ERM’nin RhoA bagimli fosforilasyonu ve

bunun sonucunda mikrovillus olusumu PI4PsK kinaz aktivitesiyle gergeklesir (Sekil 7) (61).

PI(4,5)P,

00000000000 00000000000066000000000000000000000000000000000000000e000:MI

- Activation el
o
~——# Activation by Rho cLIC

<+— Interaction

Sekil 7: ERM ailesi proteinlerinin fosforilasyon ve aktivasyonu (64).
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Plasentalarin Elde Edilmesi

Calismaya baslamak igin Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Klinik
Arastirmalar Etik Kurulundan 209 say1 ve tarihli etik kurul onay1 alindi. Tiim hastalar hasta
veri gizliligi ve veri paylasimi1 hakkinda bilgilendirilip hastalardan plasenta temini i¢in onam
formu onay1 alindi. Yirmi adet gestasyonel diabetes mellitus (GDM) ve yirmi GDM’li
olmayan hastanin dogum sonrasi plasentalar1 Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’nden temin edildi. Calismada yas araligi 25-30 olarak
tutuldu. Klinik olarak 04.07.2018 kriterlerini tasiyan hastalar GDM olarak degerlendirildi.
Ameliyathaneden alinan plasentalar serum fizyolojik ile yikadiktan sonra doku takibi icin
uygun kosular altinda %10’luk tamponlanmus nétral formaline alinarak Dicle Universitesi Tip
Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Immunohistokimya Arastirma
Laboratuvarina getirildi.

4.2. Rutin Histolojik Doku Takibi

Plasentalardan doku takibi i¢in histolojik incelemeye uygun boyutlarda kesitler alindi.
Alinan kesitler, icinde %10’luk nétral tamponlanmis formalin ¢6zeltisi bulunan hastanin adi,
protokol numarast ve tanis1 yazilarak flakonlara koyuldu. Daha sonra ornekler fiksasyon
sollisyonunda tespit islemi icin 18 saat bekletildi. Tespit asamasindan sonra doku pargalar
formalin soliisyonundan alinip ¢esme suyu altinda yikandi. Ornekler %50, %70, %80, %90,
%96’lik artan alkol serilerinden gecirildi. Ksilende 2x30 dakika tutulan ornekler alkolden
uzaklastirildi. Infiltrasyon icin 600C etiivde 3x45 dakika tutlan kesitler son olarak bloklara
gomiildi. Parafin bloklardan yar1 otomatik, rotari mikrotom (katalog no: Leica RM2265,
Wetzlar, Germany) yardimiyla Spm kalinhiginda kesitler alindi. Kesitler ilk olarak
Hematoksilen-Eozin (H-E) ile boyandi. Diger kesitlere Ezrin, Radixin ve Moesin antikorlar1
ile immun boyama uygulandi. Preparatlar Zeiss Imager A2 ve Zen 3.00 yazilim programi
kullanilarak 151k mikroskobunda incelendi

4.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

Parafin bloklardan elde edilen kesitler ilk olarak 2x30 dakika deparafinize edildi. Kesitler
%96, %90, %80, %70’lik azalan alkol serilerinde 15’er dakika bekletildi. Distile suya
getirilen kesitler Hematoksilen boyasinda 8 dakika bekletildi. Daha sonra kesitler cesme suyu
altinda 5 dakika siireyle akan su ile yikandi. Fazla suyu alinan kesitler Eosin boyamada 4
dakika siireyle sitoplazmik boyamaya tabi tutuldu. Artan alkol serilerinden (%70,%80) hizli
bir sekilde gegirilen kesitler %90, %96 ve %99’luk alkolde 1’er dakika bekletildikten sonra

17



seffaflandirma islemi i¢in 3x15 dakika ksilende bekletildi. Seffaflanan kesitler entellan ile
kapatildu.

4.4. Ezrin, Radixin ve Moesin proteinleri Immun Boyama Protokolii

Parafin bloklardan alinan kesitler parafin depolimerizasyonu ve deparafinizasyonuna tabi
tutuldu. Azalan alkol serilerinden gegirilerek rehidre edildi ve distile suya getirildi. Antijen
retrevial islemi i¢in kesitler Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonuna alinip
mikrodalga firinda 3x6 dakika isitildi. Mikrodalga firindan alinan kesitler, soguma islemi i¢in
15 dakika oda sicakliginda bekletildi. Kesitler daha sonra tamponlanmis fosfat salin (PBS)
cozeltisine alindi. Bu sirada immunohistokimya bar1 hazirlanip kesitlerin kurumamasi igin
nemli bir ortam saglandi. Kesitlerdeki dokular hidrofobik kalemle ¢izildi ve bara dizildi.
Hidrojen peroksit (katalog no: TA-015-HP, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) soliisyonu
kesitlere damlatilip 20 dakika bekletildi. Kesitler PBS’e alind1 ve 3x5 dakika siireyle yikandi.
Bara dizilen kesitlere Blocking soliisyonu (katalog no: TA-015-UB, ThermoFischer, Fremont,
CA, USA) damlatild1 ve 8 dakika beklendi. Kesitlerin tizerindeki soliisyon drene edilip primer
antikorlar  1:100 dilusyonda ezrin (katalog no: ab40839, abcam), radixin (katalog no:
ab52495, abcam) ve moesin (katalog no: ab151542, abcam) damlatildi ve +4°C degece
boyunca inkubasyona birakildi. Ertesi giin kesitler +40C’den oda 1sisina alinip 30-60 dakika
kadar beklenildi. Kesitler PBS’ de 3x5 dakika yikandiktan sonra bara dizilip Biotinli sekonder
antikor (katalog no: TP-015-BN, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) ile 14 dakika boyunca
reaksiyona tutuldu. Kesitler PBS ile 3x5 dakika yikandiktan sonra Streptavidin-peroksidaz
(katalog no: TS-015-HR, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilarakl5 dakika
bekletildi. PBS ile 3x5 dakika yikanan kesitlere 3,3'diaminobenzidine (DAB, katalog no: TA-
001-HCX, ThermoFischer, Fremont, CA, USA) damlatilip 5-10 dakika boyunca bekletildi.
Kesitler PBS ile 3x5 dakika bekletildi ve Hhematoksilen ile 45 saniye kadar zit boyama
yapildi. Cesme suyunda 5 dakika kadar yikanan kesitler artan alkol serisinden hizli gegirilip,
ksilolde 3x20 dakika kadar bekletilip entellan (katalog no:107961, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, United States) ile kapatildi.

4.5. Western blot ve protein konsantrasyon tayini
4.5.1. Dokularin islenmesi ve lizat total protein miktarinin belirlenmesi
Dogumhaneden temin edilip dissekiye edilen plasenta O6rnekleri kiigiik pargalar haline
getirildi ve maternal ve fotal yiizeyi icerisine alacak sekilde kiip halindeki plasenta 6rnekleri
soklanarak donduruldu ve analizler gerceklestirilene kadar -80 °C’de muhafaza edildi.

Blotlama gerceklestirilmeden ©nce plasenta ornekleri sivi azot igerisinde doviilerek
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homojenize edildi. Elde edilen homojenatlardan 60 mg tartildi ve 300 pl hacimdeki Proteaz
kokteyli ve MMP inhibitorii iceren Ripa Buffer’a aktarildi. Buz igerisinde 1 saat bekletilen
ornekler protein konsantrasyon tayini i¢in soklandi ve -80 °C’ye aktarildi. Protein
konsantrasyon tayini i¢in Bikinkoninik asit (BCA) metodu kullanildi. Konsantrasyon tayini
yapilirken SMARTTM BCA Protein Assay Kit (Intron Biotechnology) kullanildi. Tiim
basamaklar iiretici firmanin direktifleri dogrultusunda gergeklestirildi. Protein konsantrasyon
tayini gerceklestirilirken mikroplate metoduna gore yapildi ve absorbans degerleri 562 nm’de
Olciildii. Standart olarak kit igeiriginde yer alan 2 mg/ml konstrasyondaki BSA kullanildi.
Absorbans Ol¢iimiinii takiben konsantrasyonun standart egrisi sinirlart igerisindeki diizeye
ulagilana dek ayni islemler tekrarlandi ve dilusyon amaciyla proteaz kokteyli ve MMP
inhibitorii iceren Ripa buffer ile bu islem gergeklestirildi. Eppendorflarda konsantrasyonlari

dengelenen 6rnekle eletroforez’e alinmak tizere -80 °C’de muhafaza edildi.

4.5.2. Western blot protokolii

Hazirlanan lizatlar elektroforezde yiiriitiilmeden 6nce SDS-Page hazirlandi. Resolver ve
stacker jeller hazirlanirken TGX Stain-Free™ FastCast™ Acrylamide Solution (BioRad) kiti
kullanildi. Kit igeriginde bulunmayan APS ve TEMED en son eklendi. Stacker jel ylikleme
tankina aktarilirken 15°lik tarak jelin igerisine yerlestirildi. Her jel hazirlanirken bir 6nceki
jelin polymerize olmasi igin 30 dakika siireyle oda 1sisinda bekletildi. Jellerin polymerize
olmasin takiben tarak ¢ikartildi ve ilk kuyucuga 4ul marker, diger kuyucuklara 25 pg total
protein yiiklendi. Proteinlerin jel kuyucuklarina ytliklenmesini takiben 20 dakika jelde yiirlitme
islemi gerceklestirildi. Elektroforez sonrasi jelde yer alan protein methanolde aktiflestirilen
PVDF membrana aktarildi. Membrana aktarim i¢in TGX Stain-Free™ FastCast™
Acrylamide Solutions (BioRad) kiti kullanildi. Transfer islemi yar1 1slak yontemi ile
gerceklestirildi ve aktarim Trans-Blot Turbo transfer sistemi ile gergeklestirildi. Membrana
transfer sonrast ornekler PBST’de 1x15 ve 3x5’er dakika siireyle yikandi. Yikama sonrasi 1
saat siireyle 5% yagsiz siit tozu ile blokaj yapildi. Bloklama sonrasit membran, -actin, Ezrin
Radiksin ve Moesin antikorlar1 1:1000 oraninda diliie edildi ve membran oda 1sisinda 2 saat
stireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra membran PBST’de 1x15 ve 3x5’er dakika siireyle
yikandi. Yikama sonrasi membran anti-Rabbit 1:10000 diliisyonda sekonder antibody ile oda
1s1sinda 1 saat inkiibe edildi. Sekonder antikor uygulamasi sonrasit membran PBST’de 1x15 ve
3x5’er dakika siireyle yikandi. Bantlarin tespiti i¢cin membran ECL susbtrat ile 4 dakika

stireyle inkiibe edildi ve cihazda okuma gergeklestirildi. Goriintiileme yapilan bantlarin
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resimleri ¢ekildi. Ayrica her primer antikor uygulamasi 6ncesinde NaOH igerisinde stripleme

gerceklestirildi.
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5. BULGULAR

5.1. Histopatolojik Bulgular

Calismamizda temin ettigimiz GDM’li olmayan annelerin plasentalarinda histolojik
yapmin normal oldugu izlendi (Resim 1 ve 2). Bu plasentalarin kesitlerinde plasental
villuslarin, desidua’nin trofoblastik hiicrelerin normal yerlerinde bulundugu tespit edildi.
Farkli boyutlardaki villoz stromada fetal kapillerler ve bag dokusu icerisinde yer yer hofbauer
hiicrelerinin varhigi goriildii. Sinsityotrofoblast hiicrelerinin normal yerlerinde bulundugu ve
villuslarin fetal plasentadan maternal yilizeye dogru ¢ikint1 yaptig1 goriildi. Villuslarin normal
diizeyde sinsityal kopriiler ve diigimler olusturdugu tespit edildi. Desidual plak hiicrelerinin
normal sekliyle glikojen depo artigi olarak vakuoler bir goriintiide oldugu goriildi. Bu
yonleriyle incelendiginde GDM’li olmayan plasentalarda patolojik bir durum olmadig:
gorildi.

Isik mikroskobik incelememizde GDM’li plasentalarda ise yogun patoloji ve morfolojik
yapida bozunumalar oldugu izlendi (Resim 3 ve 4). Intervilloz alandaki yogun hemoraji GDM
plasentalarin &nemli bulgularindan biriydi. Ayrica, villuslarin stromasinda Hofbauer
hiicrelerinin sayisinda artis oldugu ve villoz stromanin genel yapisinin harabiyete ugradigi
goriildii. Yer yer villuslarin sinsityotrofoblast hiicrelerinin tamamen ortadan kalktig1, sinsityal
koprii ve digiimlerin sayisinda gozle goriiliir bir artis oldugu izlendi. Villoz kapillerlerde
kismi konjesyon ve dilatasyonun yogun varligi gbze carpiyordu. Hem sinsityotrofoblast
hiicrelerde hem de maternal desiduada yer alan hiicrelerin ¢ekirdeklerinin normal gériintiiniin

disina ¢iktig1 ve sekillerinin deformeye ugradigi goriildii.
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Resim 1: Kontrol plasentalarinda fotal yiizey serbest villuslarinin mikroskopik goriintiisii.
(H&E, Bar: 500 pm).
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Resim 2: Kontrol plasentalarinda maternal yiizeyde desidua ve villuslarin mikroskopik
gorintiisi. (H&E, Bar: 500 um).
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Resim 3: GDM’li plasentada serbest villuslarin mikroskopik goriintiisii. Intervillsz alanda
yogun hemoraji (*), villoz kapillerlerde yer yer dilatasyon ve konjesyon (—), sinsityal diigiim
ve kopriilerin sayisinda belirgin artis ("~ ).(H&E, Bar: 50 um).

Resim 4: GDM’li plasentada desidua’nin mikroskopik goriintiisii. Bazal desiduada yer alan

hiicrelerde dejenerasyon ve hiicre niikleuslarinda piknotik gériiniim (—).(H&E, Bar: 50 um).
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5.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Plasenta orneklerinde yaptigimiz Ezrin, Radiksin ve Moesin immunohistokimya boyama
sonucunda gruplar arasinda ekspresyon diizeylerinde gozle goriiliir farkliliklar oldugunu tespit
ettik. Ayrica ERM protein ailesi iiyeleri olan ezrin, radiksin ve moesin’in kismen benzer
kismen de farkli immun pozitivite alanlarina sahip oldugunu gordiik.

Kontrol grubu plasentalarinda ezrin’in sinsityotrofoblast hiicrelerinin hem perifer hem de
villoz kutbunda ekspresyon pozitif oldugu goriildii (Resim 5). Yer yer pozitivitenin villoz
kapiller endotellerinde de bulundugu tespit edildi. Villoz stromada ise bazi villuslarin
stromasindaki hiicrelerde pozitiflik izlense dahi genel olarak kontrol plasentalarin
stromalarinin ve stromal hiicrelerinin ezrin yoOniinden negatif oldugu gorildi. Villoz
kapillerlerde ise yer yer kan doku hiicrelerinin ezrin yoniinden pozitif sinyaller {irettigi tespit
edildi. Maternal desidua hiicrelerinde de ezrin pozitif ve negatif alanlar izlendi. Desidual
plakta yer alan stromanin tamamen negatif oldugu, desidual hiicrelerin ise ezrin yoniinden
pozitif oldugu goriildii. Desidual hiicrelerde immiin pozitivite’nin niikleus lokalizasyonu yer
yer goriildii. Ayrica, hiicre membranlariin her yoniinde ezrin pozitiflik izlendi (Resim 6).

Kontrol plasentalarinda radiksin immunohistokimya boyamalarimiz sonucu yaptigimiz
incelemede villoz sinsityotrofoblastlarda pozitiflik oldugu goriildii (Resim 7). Trofoblastik
hiicrelerde immiin reaktivite genellikle hiicrelerin periferlerinde yani plazma membranlarina
yakin bolgelerdeydi. Villuslarin detayli degerlendirmesinde stromal alanda bir reaksiyon
olusmadig: izlendi ancak ¢ok nadir olmakla beraber stromal hiicrelerde yer yer reaksiyon
varlig1 tespit edildi. Yine villoz kapillerlerde radiksin pozitifligin varlig1 izlendi. Maternal
desiduada ise radiksin pozitifligin ezrine benzer sekilde desidual hiicrelerde bulundugu
goriildii, stromal alanlar ise immiin reaktivite yoniinden negatifti (Resim 8). Desidua
hiicrelerinde radiksin pozitifligin yer yer desidual sitoplazma ancak c¢ogunlukla plazma
membranina yakin lokalize oldugu tespit edildi.

Moesin immun reaktivitenin kontrol grubunda villoz bag dokusu hiicrelerinde oldugu
tespit edildi. Fibroblast ve hofbauer hiirelerinin de moesin yoniinden pozitif oldugu izlendi.
Yer yer sinstyotrofoblastlarda da positivite tespit edilse de ¢cogunlukla villoz trofoblastlarin
moesin yoniinden negatif oldugu goriildi (Resim 9). Kontrol grubundaki sinsityal diigiimlerde
de moesin ekspresyonu mevcuttu. Plasental desidual plakta moesin ekspresyonu dagilimi
plakta yer alan kapillerlerin endotellerinde tespit edildi. Ayrica, maternal yilizeyde desidual
plak icerisinde infiltre olan trofoblastik hiicre kiimelerinde de moesin ekspresyonu pozitif
izlendi. Desidua hiicrelerinde ise yer yer pozitiflik goriilse de bu hiicrelerin gogunlugu moesin

yoniinden negatifti (Resim 10).
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GDM’1i plasentalarda ezrin ekspresyonunun kontrol grubuyla karsilastirildiginda immiin
reakitivite lokasyonlarmin degisiklik gostermedigi ancak ekspresyon yogunlugunun azaldigi
gozle goriilir durumdaydi (Resim 11 ve 12). Ayrica radiksin ve moesin ekspresyonlarinin
immunohistokimyasal analizleri bu proteinlerin GDM ile ekspresyon bdlgelerinin
degismedigi ancak degisen oranlarda ekspresyonda azalmanin oldugu tespit edildi (Resim 13-
16).

Resim 5: Kontrol grubu serbest villuslarda ezrin ekspresyon pozitif morfolojik bdolgeler.
Sinsityotrofoblastlarda () ve villoz stromada lokalize hiicrelerde (—) pozitif reaksiyon.

(Boyama: Ezrin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).
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Resim 6: Kontrol grubu maternal desidua ve maternal yiizeye yakin villuslarda ezrin
ekspresyonu izlenen bdlgeler. Sinsityotrofoblastlarda (), ve desidua hiicrelerinde (=)

pozitif reaksiyon. (Boyama: Ezrin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50

um).

Resim 7: Kontrol grubu serbest villuslarinda radiksin ekspresyon bdlgeleri.
Sinsityotrofoblastlarda (~.) pozitif reaksiyon. (Boyama: Radiksin immiinohistokimya, zit

boyama: hematoksilen. Bar: 50 pm).
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Resim 8: Kontrol grubu desidua ve villuslarinda radiksin pozitivite. Sinsityotrofoblastlarda (
) ve maternal desidua hiicrelerinde (—) radiksin pozitiflik. (Radiksin immiinohistokimya,

zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).

Resim 9: Kontrol grubu serbest villuslarda moesin ekspresyonunun mikroskopik goriintiisii.
Sinsityotrofoblastlarda (~) ve villoz stromada (*) pozitiflik. (Boyama: Moesin

immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).
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Resim 10: Kontrol grubu desiduada moesin immunohistokimya alanlari. Maternal desidua
hiicrelerinde (=) ve spiral arterlerin kapillerlerinde (kivrimli ok) moesin pozitiflik. (Boyama:

Moesin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).

.

Resim 11: GDM grubu serbest villuslarda ezrin ekspresyonunun mikroskopik goriintiisii.

Sinsityotrofoblast hiicrelerinde (~~\.) ve villoz stromada yer alan hiicrelerde (—) diisiik

diizeyde ezrin pozitivite. (Boyama: Ezrin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar:
50 pm).
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Resim 12: GDM grubu serbest villuslarda ezrin ekspresyonunun mikroskopik goriintiisii.
Sinsityotrofoblastlarda (~~.) ve yer yer villoz stromada yer alan hiicrelerde (—) diisiik

pozitiflik. (Boyama: Ezrin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).

Resim 13: GDM grubu serbest villuslarda radiksin ekspresyonunun mikroskopik goriintiisii.
Sinsityotrofoblastlarda () ve vill6z stromada yer alan hiicrelerde (—) diisiik diizeyde

ekspresyon. (Boyama: Radiksin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 pm).
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Resim 14: GDM grubu villus ve desidua da radiksin ekspresyonunun mikroskopik goriintiisii.
Sinsityotrofoblastlarda () ve maternal desidua hiicrelerinde (=) zayif ekspresyon.

(Boyama: Radiksin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).
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Resim 15: GDM grubu serbest villuslarda moesin pozitif alanlar. Sinsityotrofoblastlarda (.~
) ve villoz stromada (*) disik diizeyde moesin pozitivite. (Boyama: Moesin

immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 um).
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Resim 16: GDM plasentalarinda moesin immunohistokimya. Serbest villuslarin kapiller
endotellerinde (*) ayrica yer yer sinsityotrofoblastlarda (~\.) pozitif sinyaller. (Boyama:

Moesin immiinohistokimya, zit boyama: hematoksilen. Bar: 50 pm).
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5.3. Western blot Bulgular:
Plasenta 6rneklerinde yapilan western blot analizi sonucunda ERM ailesi {iyesi olan, ezrin
radiksin ve moesin proteinlerinin ¢esitli diizeylerde eksprese edildigi konfirme edildi.
Immunohistokimyasal incelemelerimizde bu proteinlerin ekspresyon alanlar1 incelendi ve
kontrol ile GDM plasentalar1 arasindaki farkliliklar g6z 6niinde bulunduruldu. Western blot
analizimiz sonucunda da bu proteinlerin c¢esitli diizeylerde her iki grupta yer alan
plasentalarda da eksprese oldugu gézlemdi (Resim 17). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda
Ezrin bant kalinliginin yakin diizeyde oldugu sonucuna ulasildi. Ancak Moesin ve zellikle
radiksin protein ekspresyon diizeylerinin GDM grubunda belirgin sekilde diisiis gosterdigi

bant kalikliklar1 g6z 6niinde bulundurularak tespit edildi.

Kontrol DM

s b- 45101

Errin | — A 7210:

Radixin -— " 80 kDa

Moesin - - 68 kDa

Resim 17: Western blot analiz sonuglari.
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6. TARTISMA

Gestasyonel diabetes mellitus (GDM) gebelik siirecinde ortaya ¢ikan ve teshis konulup
dogum sonrasinda diizelen glukoz int6lerans durumudur. Gebelik esnasinda sekillenen bu
rahatsizlik GDM olabilecegi gibi latent evrede yer alan Tip I DM veya Tip II DM kaynaklhi
olabilir (65). GDM’nin giiniimiizdeki prevalanti tam olarak bilinmemektedir ancak bu konuda
cesitli istatistiksel veriler s6z konusudur. Ayrica, fizyopatolojik Ozelliklerinin benzer
olmasindan dolayr GDM prevalansinin, Tip II DM prevalans: ile korele halde oldugu
bilinmektedir (66). Popiilasyon yogunlugu ve kullanilan test yontemlerine bagh olarak gebeler
arasinda GDM’nin goriilme yogunlugu 1-14% arasinda degisiklik gostermektedir (67).

GDM’li plasenta GDM’li olmayan plasentaya gore yogun patolojik degisiklikler
barindirmaktadir. Benirschke ve ark. GDM’li plasentalarda sekillenen villoz patolojiyi
anormal villus gelisimi (villous maldevelopment) olarak tanimlamistir (68). Bu patolojik
durumda villus normalde olmasi1 gerektiginden daha genis ve igerisindeki yogun 6dem ile
karakterizedir. Ayric GDM plasentalarinda Gheorman ve ark. villéz kapillerlerde yogun
konjesyon ve dilatasyon tanimlamis ve bu patolojik durumun term donemine gelen
plasentadaki immatiir villuslarla iligkili oldugunu belirtmistir (69). Villoz stromada ayrica
plasenta makrofajlari olan hofbauer hiicrelerinin sayisindaki artis tanimlanmis ve bu artisin
inflamasyon ile iligkili oldugu belirtilmistir (70). Younes ve ark. GDM’li plasentada trofoblast
ve kapiller endotel bazal membranlarinda kalinlasma ve fibrinoid yapilarin sayisinda artis
oldugunu bildirmistir (71). Rudge ve ark. ise GDM’li plasentada sekillenen 9 patolojik
bulguyu bildirmistir (72). Bunlar; sistoid dejenerasyon, konjesyon, villoz 6dem, intervillous
fibroz, kalsifikasyon, fokal hiyalin dejenerasyonu, dismatiirite, fokal amnionitis, endarterit
seklindedir. Bagka bir ¢alismada fetoplasental anormal anjiyogenezin varhigini tanimlamustir.
Mayhew ve ark. anormal anjiyogenezisi villoz kapillerlerin sayisi, liimen ¢ap1 ve
uzunlugundaki artis ile gostermistir (73).

Bizim yaptigimiz ¢alismamizda da GDM’li plasentada, GDM’li olmayan plasenta ile
karsilagtirildiginda  yogun  histopatolojik  degisikliklerin ~ varligt  izlendi.  Villoz
immaturasyon’un ve anjiyogenik anormalliklerin 6nemli bulgularindan olan vill6z 6dem ve
kapiller dilatasyon GDM’li plasentalarda oldukc¢a yaygindi. Ayrica villoz kapillerlerde
konjesyon yaygin durumdaydi. Stromal alanlarda hofbauer hiicre sayisinda gozle goriiliir bir
artis tespit edildi. Hem sinsityotrofoblast hiicrelerinde hem de villoz bag dokusundaki
hiicrelerde yer yer piknotik niikleusl hiicrelerin varligi izlendi. Serbest villuslarda fibrinoid

yapilarin, sinsityal diigim ve kopriilerin sayisinda artis oldugunu gozlemledik. Ayrica
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GDM’li plasentalarda tespit ettigimiz Onemli bulgulardan birisi intervilloz hemoraji’nin
varligrydi. Maternal plasentadaki desidua hiicrelerinde de tipki villus hiicrelerindekine benzer
sekilde dejeneratif degisiklikler gézlendi. Niikleuslarin yer yer piknotik olusu ve desidual plak
icerisine niifuz eden lenfosit infiltrasyonundaki artis goze carpici diizeydeydi. Bu patolojik
degisiklikleri g6z Oniinde bulundurdugumuzda elde ettigimiz verilerin literatiir ile uyumlu
oldugu soylenebilir.

GDM’li plasentada gozlenen patolojik degisikliklerin basinda trofoblast kdkenli
hiicreler ve fetal kapillerler endotellerinin fonksiyon ve yapisindaki degisikliklerdir. Hiicre bir
biitiin olarak elinde alindiginda hiicre membrani ve hiicre iskeletinin temel yapisin1 korumasi
fonksiyonel oOzellikleri yoniinden hayati derecede Onemlidir. Hiicre morfolojisi ve
fonksiyonu’nun bir biitiin oldugu ele alindiginda ERM proteinlerinin plazma membrani ile
olan iligkisi olduk¢a 6nemli bir duruma gelmektedir.

Ezrin, radiksin ve moesin proteinleri (ERM) hiicre korteksini membran
kompenentlerine ve aktine baglamaktadir (74,75). Ayrica bu proteinlerin plazma membrani ve
hiicre i¢i yapilarla arasinda iliskisini destekleyen ERMBMPs (ERM baglayict membran
proteinleri) yardimci proteinler tanimlanmistir (76). Eritrosit 4,1. stiperfamilyasinin iiyesi
olan ERM proteinleri, paketlenmis halde bulunan NH2 (FERM) ug¢ bdlgesinin varligiyla
karakterizedir. Bu bolgeler ¢esitli reseptorler (CD43, CD44, CD95 ve CD146) gibi membrane
proteinlerinin sitoplazmik bdlgeleriyle ve ICAM-2, P-selektin ve L-selektin gibi adezyon
molekiilleriyle iliski halindedir (77-82). ERM proteinleri inaktif sitoplazmik proteinler
halinde bulunduklarinda, proteinlerin yapisindaki COOH ug¢ bolgeleri, FERM alanlarini
baskilar. Ancak proteinlerin yapisindaki threonine rezidiiellerinin fosforilasyonu sonrasi bu
maskeleyici u¢ bolgeler F-aktin bolgelerine tutunmak suretiyle bu baglayici proteinleri
aktiflestirir (83). ERM proteinleri farklt hiicreler tarafindan ¢esitli diizeylerde
sentezlenmektedir (84-86). Epitel hiicreleri agirlikli olarak ezrin, endotel hiicreleri moesin,
hepatositler ise ¢cogunlukla radiksin eksprese eder (48.87.88). ERM ailesi iiyesi olan proteinler
morfogenezis, endositoz/egzositoz, adhezyon ve migrasyon gibi ¢esitli hiicresel aktivitelerde
rol alir (89). Son donemlerde genomik tarama, mRNA ve proteomik analiz esasli yapilan
caligmalar, diyabet ve diyabetik komplikasyonlarin sekillenmesinin ERM proteinlerinin
anormal diizeylerde ekspresyonuyla iligkili oldugunu gostermektedir (90-92). Organlarda
farkl1 diizeylerde ekspresyonu biliniyor olsa da, bu protein ailesi liyelerinin insan hiicrelerinin
cogunda kendine 6zgii diizeylerde cksprese oldugu bildirilmistir (48). Bu protein ailesi
liyelerinden ezrin; bagirsak, mide, akciger ve bobreklerde yiiksek diizeyde bulunmasina

ragmen, en yogun diizeyde akciger ve dalakta eksprese olur, ayrica radiksinin ise en yogun
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gbzlendigi organlar karaciger ve bagirsaklardir. Ayrica ezrin epitel ve mezotel hiicrelerinde
eksprese olurken moesin endotel hiicrelerinde fonksiyonel olacak diizeyde eskprese
olmaktadir (53,93). Bagirsak epitelinin firgams: kenari sadece ezrin eksprese ederken
hepatositler ERM ailesi proteinlerinden sadece radiksin yoniinden pozitiftir (87). ERM protein
ailesinin plasental fonksiyonu ve GDM ile iligkili yapilmis calismalar oldukga kisithidir.
Bizim yaptigimiz calismada ERM protein ailesi iiyeleri olan ezrin, radiksin ve moesin’in
cesitli diizeylerde hem GDM’li olmayan hem de GDM'’li plasentada eksprese oldugunu
gozlemledik. Subseliiler diizeyde, her iic ERM ailesi tiyesi olan proteinin de mikrovillus,
filopod ve membran katlantilar1 gibi aktin yoniinden zengin yiizey yapilarinda gézlenmektedir
(94,95). Daha once yapilmis immiinelektron ¢alismalarda ezrin’in 6zellikle mikrovilluslarda
lokalize oldugu ancak hiicre membraninda kapli hiicre transportunda gorev alan cukur
bolgelerinde fonksiyonel olmadigi tespit edilmistir (48). Radiksin’in hiicresel diizeyde
lokalizasyonunun ise ezrin ve moesin’den farkli oldugu bildirilmis ve bu proteinin 6zellikle
adherent tipi hiicre yan baglanti komplekslerinde bulundugu gdsterilmistirr. Ayrica kiiltiire
edilmis hiicrelerde fokal baglantilarda, hiicre boliinmesi sirasinda olusan membran
kivrimlarinda ve kontraktil halkalarda tespit edilmistir (53,93). Ancak bu proteinlerin
lokalizasyonlar1 heniiz tam olarak kesinlestirilememis ve literatiirde ihtilaflara neden olmustur
(96). Bizim c¢alismamizda Ezrin’in plasental villuslardaki sinsityotrofoblast hiicrelerinin
membranlarinda, maternal desiduanin ise hem sitoplazma ve hiicre membraninda, yer yer ise
desidua hiicrelerinin niikleuslarinda eksprese oldugunu goézlemledik. GDM grubunda bu
ekspresyon lokalizasyonlar1 degismemekle beraber hem immunohistokimyasal hem de
western-blot analizlerimiz bu protein miktarinin GDM’li plasentalarda azaldigini gostermistir.
Calismamizda radiksin immunohistokimya boyamalarimizda bu proteinin ezrine benzer
sekilde sinsityotrofoblastlarin sitoplazma ve muhtemelen hiicre membranlarinda varliginm
tespit ettik. Ancak literatlirde yer alan radiksin ile ilgili adherent hiicre yan baglant1 yapisinda
gorev aldigmma dair elde ettigimiz hiicrelerdeki lateral pozitifligin yan1 sira
sinsityotrofoblastlari intervilloz alanlara bakan periferal bolgelerinin de radiksin yoniinden
pozitif oldugunu gozlemledik. Ayrica bazi villus stromasinda yer alan hiicrelerin de radiksin
yoniinden pozitif oldugunu tespit ettik. Maternal desiduada ise bazi hiicrelerin radiksin negatif
oldugu, baz1 hiicrelerin ise hiicre membran diizeyinde pozitif oldugunu izledik. Western blot
ve immunohistokimya analizlerimizde GDM’li olmayan ve GDM’li annelerin plasentalarinda
radiksin ekspresyon diizeylerinin anlamli sekilde degistigini gordiik. Her ne kadar ekspresyon
lokalizasyonlar1 degismese de GDM’li plasentada radiksin’in western blot bant kalinliginin

ciddi anlamda azaldigini tespit ettik. Calismamizda moesin proteinin immunohistokimyasal
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degerlendirmesinde GDM’li olmayan plasentalarda sinsityotrofoblast hiicrelerinin moesin
yoniinden diisiik diizeyde pozitif oldugunu gozlemledik ancak villoz kapiller endotellerinin
ise bu protein yoniinden pozitif oldugu oldukga belirgindi. Maternal desiduanin ise moesin
yoniinden negatif oldugunu izledik. Calismamizda ayrica moesin ekspresyon diizeyinin
radiksin kadar olmasa da GDM’li annelerin plasentalarinda ekspresyon ydniinden azalma
egiliminde oldugunu hem immunohistokimyasal hem de western blot analizleriyle tespit ettik.

Literatiir ile karsilastirdigimizda ¢alismamizda elde ettigimiz bulgular kismen tutarlilik
kismen ise farklilik gostermektedir. Tsukita ve Hieda’nin ayrica Funayama ve ark.’nin yaptigi
calisma sonuglarina gore ezrin’in epitelyal ve mezotelyal ekspresyon pozitifligi plasental
dokudaki sinsityotrofoblastlarin pozitifligiyle tutarlilik gdstermektedir. implantasyon oncesi
trofoblastik hiicrelerin ektodermal kokeni ve epitel hiicrelerinin ezrin yoniinden pozitif olmasi
bu protein’in ektodermal hiicre formasyonu ve fonksiyonunda dogrudan etkili ve etkin
olabilecegini diistinmemize neden olmustur. Ayrica literatlirdeki endotel hiicrelerinin radiksin
yoniinden pozitif oldugu bilgisi, bizim ¢alismamizdaki plasental villoz kapiller endotellerinde
gozlemledigimiz radiksin pozitivitesi ile tutarlilik gostermektedir. Serbest villuslardaki fetal
kapiller endotellerin moesin yoniinden pozitif olusu ve GDM plasentalarinda bu proteinin
ekspresyon diizeyindeki azalmanin vaskiiler disfonksiyon ile iliskili olabilecegini
diisiinmekteyiz. Ayrica, GDM’li olmayan annelerin plasentalar: ile mukayese edildiginde
GDM'’li plasentalarda ERM protein ekspresyon diizeyindeki azalma, bu proteinlerin plasental
patoloji ile iliskili olabilecegini diisiinmemize neden olmustur. Elde ettigimiz bulgular goz
onilinde bulunduruldugunda ERM proteinlerinin plasentada hem yapisal hem de fonksiyonel
islevinin bulundugunu gosteren giiglii sonuglara ulasilmistir. Ayrica Gestasyonel Diyabet ile
bu proteinlerin ekspresyon diizeylerindeki degisiklikler bu hastaligin sekillenmesinde
etkinlikleri bulunabilecegi yoniinde giiglii kanitlar ortaya sunmaktadir. Ancak bu konuda daha

kapsamli ve daha detayli caligmalarin yapilmasinin faydali olacagini diisiinmekteyiz.
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7. SONUC

GDM patofizyolojisi tam olarak tanimlanamamis bir rahatsizliktir. Plasenta yoniinden
incelendiginde GDM bircok patolojik degisiklik ile kendisini gostermektedir. Giliniimiizde
GDM’nin hafifletilmesi amaciyla c¢esitli basvurulan adjuvantlar bulunmasina ragmen bu
yontemlerin kabul edilebilirligi yoniinden tartismalar devam etmektedir.

Hem literatiir hem de mevcut caligmamizi g6z onilinde bulundurdugumuzda plasentada
yer alan yapisal ve fonksiyonel proteinlerin disfonksiyonu veya eksikligi GDM’nin
sekillenmesiyle iliski igerisindedir. Morfolojik dejenerasyonlarin fonksiyonel sorunlarla
ortaya cikabilecegini gbz Oniinde bulundurdugumuzda membran ve hiicre i¢i komponentler
arasinda iligkinin temini konusunda ERM proteinlerinin énemi karsimiza ¢ikmaktadir. Elde
ettigimiz bulgular dogrultusunda ERM protein ailesi iiyelerinden ezrin, radiksin ve moesin’in
insan plasentasinda degisen diizeylerde eksprese oldugunu sodyleyebiliriz ayrica GDM’li
plasentada bu proteinlerin ekspresyon diizeyindeki azalmanin hastaligin bir nedeni veya

sonucu ile iliskili olabilecegini diistinmekteyiz.
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BILGILENDIRILMIS GONULLU ONAM FORMU

Sizi Prof.Dr. Murat AKKUS , Doktora 6grencisi M. Erdal Sak tarafindan yiiriitiilen
‘Gestasyonel Diabet olan ve olmayan hastalarin plasentalarinda Ezrin-Radixin-Moesin
Proteinlerinin  Immunohistokimya ve Western Blot yontemiyle Expresyonlarinin
Degerlendirilmesi *° baslikli arastirmaya davet ediyoruz. Bu arastirmada dogum esnasinda
bebekten sonra dogan ve normalde atilan plasentanin incelemesi yapilacaktir. Bu aragtirmanin
amac1 gebelik sekerinin sebebine ve tedavisine 151k tutacak bir ¢alisma olmasini umut ediyoruz.
Arastirmaya sizin disinizda 29 kisi katilacaktir. Bu ¢alismaya katilmak tamamen goniilliiliik
esasina dayanmaktadir. Bu formu onaylamaniz sonrasi, aragtirmaya katilmay1 kabul ettiginiz
anlamina gelecektir. Ancak, calismaya katilmama veya katildiktan sonra herhangi bir anda
calismay1 birakma hakkina da sahipsiniz. Bu c¢alismadan elde edilecek bilgiler tamamen

arastirma amaci ile kullanilacak olup kisisel bilgileriniz sakli tutulacaktir: ancak verileriniz

yaym amactyla kullamlabilir. Iletisim bilgileriniz ise sadece izninize bagl olarak ve farkli

¢

aragtirmacilarin sizinle iletisime gegebilmesi i¢in “* ortak katilimci havuzuna’” aktarilabilir
Eger arastirmanin amaci ile ilgili verilen bu bilgiler disinda simdi veya daha sonra daha fazla

bilgiye ihtiya¢ duyarsaniz arastirmactya simdi sorabilir veya drmesak@yahoo.comcom e-posta

adresi ve 05335112272 numarali telefondan ulasabilirsiniz. Arastirma tamamlandiginda

genel/size 6zel sonuglarin sizinle paylasilmasini istiyorsaniz liitfen aragtirmaciya iletiniz.

Yukarida yer alan ve arastirmadan once katilimciya verilmesi gereken bilgileri okudum ve
katilmam istenen calismanin kapsamini ve amacini, goniilli olarak {izerime diisen
sorumluluklar1 anladim. Calisma hakkinda yazili ve sozlii agiklama asagida adi belirtilen
arastirmaci/arastirmacilar tarafindan yapildi. Bana, ¢alismanin muhtemel riskleri ve faydalari

sozlii olarak anlatildi. Kisisel bilgilerimin 6zenle korunacagi konusunda yeterli giiven verildi.

Bu kosullarda s6z konusu arastirmaya kendi istegimle, hicbir baski ve telkin olmaksizin

benimle sozlii iletisime gecen sayin M. Erdal Sak arastirmasina katilmayi1 kabul ediyorum.

Imzal1 bu form kagidinin bir kopyasi bana verilecektir.
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