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OZET

In Vitro Preeklampsi Modelinde Tiinel Olusturan Nanotiiplerin (TNT) ve

Whnt/B-katenin Sinyal Yolaginin Roliiniin Arastirilmasi

Preeklampsi, anormal plasenta gelisimi nedeniyle ortaya ¢ikan gebelige 6zgii
bir hastaliktir. Preeklampsinin mekanizmasi hakkinda az sey bilinmekte olup kesin bir
tedavisi de bulunmamaktadir. Hipoksi preeklampsi patofizyolojisinde dnemli rol
oynar. Hiicreler arasi iletisimin hastaliklardaki 6nemi bilinmektedir. Tiinel olusturan
nanotiipler (TNT) yeni bir iletisim mekanizmas: olarak dikkat ¢ekmektedir. Wnt/p-
katenin sinyal yolaginin preeklampsi patofizyolojisinde rol alabilecegini gosteren az

sayida calisma mevcuttur.

Calismamizda in vitro preeklampsi modeli olusturmak amaciyla HTR-
8/SVneo ve JEG-3 hiicre hatlarinda CoCl2 (kobalt kloriir) ile hipoksi olusturulmustur.
Hiicrelerdeki HIF-1a (Hipoksi indiiklenebilir faktor-1 alfa) protein diizeyleri Western
blot ve immiin isaretleme yontemleri kullanilarak incelenmistir. Hiicreler arasindaki
TNT olusumlari immiinfloresan boyama ile degerlendirilmistir. Wnt-1 ve B-katenin
diizeyleri Western blot ve immiin isaretleme yontemleri ile arastirilmistir. Elde edilen

veriler istatistiksel analizler kullanilarak anlamlilik diizeyleri degerlendirilmistir.

Hipoksi olusturulan hiicrelerde HIF-la’nin normoksiye kiyasla arttig1
belirlenmistir. Hipoksik HTR-8/SVneo hiicrelerinde TNT sayisinda ve uzunluklarinda
artig oldugu gosterilmistir. Ayrica hipokside Wnt-1 ve [-katenin protein ekspresyon
diizeylerinin HTR-8/SVneo hiicrelerinde anlamli olarak azaldigi, JEG-3 hiicrelerinde

ise anlamli olarak artt1g1 belirlenmistir.

Bu bulgular 1s181nda, hipoksinin ve HIF-1a’nin preeklampside 6nemli bir role
sahip oldugu tespit edildi. Hiicreler arasi iletisimde yeni bir mekanizma olan TNT ’lerin
preeklampsi patofizyolojisinde onemli bir katkisinin olabilecegi ilk kez bu ¢alisma ile
gosterildi. Ayrica Wnt/B-katenin sinyal yolaginin preeklampsi mekanizmasinda etkili
bir role sahip oldugu in vitro olarak belirlenmekle birlikte ileride yapilacak kapsamli

calismalarla preeklampsi igin terapotik olarak hedeflenebilecegi gosterildi.

Anahtar Kelimeler: Hipoksi, Preeklampsi, Tiinel olusturan nanotiipler, Wnt/3-

katenin.



ABSTRACT

Investigating the Role of Wnt/B-catenin Signalling Pathway and Tunneling
Nanotubes in an in vitro Preeclampsia Model

Preeclampsia is a pregnancy-specific disease caused by abnormal placental
development. Little is known about the mechanism of preeclampsia and even further there
Is no effective treatment. Hypoxia plays an important role in the pathophysiology of
preeclampsia. The importance of intercellular communication in diseases is well-known.
Tunneling nanotubes (TNTSs) attract attention as a new intercellular communication
mechanism. There are few studies showing that the Wnt/B-catenin signaling pathway may

play a role in the pathophysiology of preeclampsia.

In our study, hypoxia was induced with CoCl2 (Cobalt chloride) in HTR-8/SVneo
and JEG-3 cell lines to create an in vitro preeclampsia model. HIF-1a (hypoxia inducible
factor-1 alpha) protein levels in cells were examined using Western blot and
immunolabeling methods. Intercellular TNT formations were evaluated by
immunofluorescence staining. Wnt-1 and p-catenin levels were investigated by Western
blot and immunolabeling methods. The significance levels of the obtained data were

evaluated using statistical analysis.

It was determined that HIF-1a increased in hypoxia-induced cells compared to
normoxia. It has been shown that there is an increase in TNT number and length in hypoxic
HTR-8/SVneo cells. In addition, it was determined that Wnt-1 and f-catenin protein
expression levels in hypoxia were significantly decreased in HTR-8/SVneo cells and

increased significantly in JEG-3 cells.

In the light of these findings, it was concluded that hypoxia and HIF-1a have an
important role in preeclampsia. This study showed for the first time that TNT formations,
a new mechanism in intercellular communication, may have an important contribution to
the pathophysiology of preeclampsia. In addition, it was determined as an in vitro model
study that the Wnt/B-catenin signaling pathway has an effective role in the mechanism of
preeclampsia, and it can be targeted therapeutically for preeclampsia in future

comprehensive studies.

Keywords: Hypoxia, Preeclampsia, Tunneling nanotubes, Wnt/p-catenin.
\
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HIF-1a
HIF-1B
HIF-2a
HIF-3a
HRE
IUGR
kDa
mA

mg

ml

mm
mM

ng
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Pl
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Vv

: Hipoksi ile indiiklenebilir faktor-1 alfa
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: Von Hippel Lindau proteini
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VEGF : Vaskiiler endotelyal biiytime faktorii
WB : Western blot
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1. GIRIS

Preeklampsi, hamilelik sirasinda goriilen bir hastaliktir. Preeklampsinin
karmagik patogenezinin bir¢ok nedeni vardir. Spesifik etki mekanizmasi hala
belirsizligini korusa da hipoksinin preeklampsi ile yakin iliskili oldugu kabul
edilmektedir. Plasentasyonun en onemli 6zelligi, plasental trofoblast hiicrelerinin
desidua ve miyometriyuma derin bir sekilde invazyonudur. Bu invazyon, uterin spiral
arterlerin yeniden sekillenmesi ve normal fetal gelisim icin yeterli bir maternal kan
tedariki saglamak i¢in gereklidir. Bu invazyonun ve vaskiiler sekillenmenin yetersiz
kalmasiyla plasental hipoksi meydana gelir ve preeklampsi ortaya ¢ikar (1,2).
Preeklampsi, hem maternal hem fetal 6liim ile sonuglanabilmektedir. Klinik olarak
gebeligin 20. haftasindan sonra hipertansiyon baslangici ve proteiniiri ile karakterize
olan preeklampsinin giiniimiizde uygulanan etkili bir 6nleme yolu ya da tedavisi halen

kisithdir (3).

Hastaliklarda hiicrelerin birbirleri ile olan iletisimi biiyiik rol oynamakta ve
karmagsik mekanizmalar igermektedir. Tiinel olusturan nanotiipler (TNT) bu iletigim
yollarindan biridir ve ¢esitli hiicre tilirleri arasinda olusabilen, uzun ve gegici
filament6z membran uzantilardir. TNT'lerin, hiicreler arasinda gesitli molekiiller ile
cesitli hiicresel kargolarin hiicreler arasi transferine aracilik ettigi bdylece hiicre
fonksiyonlarmi diizenlemede rol aldigi gosterilmistir (4). Dolayisiyla TNT’ler
hastaliklarin gelisimi ve ilerlemesinde de 6nemli role sahiptir. Plasentasyon siireci
boyunca, trofoblastlarin proliferasyon ve apoptoz gibi siire¢lerini diizenlemede pek
¢ok sinyal yolagi rol almaktadir ve Wnt/B-katenin sinyal yolagi da bunlardan biridir.
Whnt/B-katenin sinyal yolunun anormal aktivasyonu, o6zellikle kanserde ve cesitli
hastaliklarin patogenezinde onemli roller oynayabilmektedir. Son ¢aligmalar, Wnt/f-

katenin sinyal yolaginin preeklampsiye katkida bulunabilecegini gostermistir (5,6).

Geleneksel hayvan modelleri ile insan denemeleri arasindaki boslugu dolduran

in vitro modeller, canli dokularin ¢evresel ve kimyasal karmasikligini iyi bir sekilde



taklit ederek insan fizyolojisini ve hastalik patofizyolojilerini arastirmak i¢in alternatif

ve yeni bir aragtirma yontemi olarak dikkat ¢ekmektedir (7,8).

Son yillarda yapilan in vitro preeklampsi model ¢aligsmalarinda kullanilan
hiicre hatlari; BeWo, Jar, JEG-3 ve HTR-8/SVneo trofoblast hiicre hatlaridir. Bu
calismalarda in vitro model olusturmak igin trofoblast hiicrelerine hipoksik
kosullandirma uygulanmis ve proliferasyon, invazyon parametrelerine bakilarak

preeklampsi i¢in uygun in vitro modeller oldugu gosterilmistir (9).

Bu bilgilerden yola ¢ikilarak ¢alismamizin ilk basamaginda, HTR-8/SVneo
ekstravilloz trofoblast ve JEG-3 koryokarsinom hiicre hatlarinda hipoksi indiiklemesi
ile in vitro preeklampsi modeli olusturulmasi amaglanmistir. Calismanin sonraki
basamaginda hipoksi olusturulmus hiicrelerde TNT olusumlarinin say1 ve
uzunluklarinin degerlendirilmesi ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginin olasi rollerini
aragtirmak i¢in de ~ Wnt-1 ve B-katenin ekspresyon diizeylerinin aragtirilmasi

hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Embriyonik Gelisimin Baslangici

Insanda embriyonik gelisim; sperm ve yumurtanin birlesmesi yani fertilizasyon
ile baslar. Fertilizasyonda olusan zigot, art arda mitoz bolinmeler gegirerek yariklanir
ve blastomerler meydana gelir. Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra, embriyonun
tekrar boliinmeler gegirmesiyle 12-32 hiicreli morula yapist olusur. Morulada ig hiicre
kitlesi ve dis hiicre kitlesi meydana gelir. Uterus boslugundaki sivi, i¢ hiicre Kitlesinin
hiicrelerarasi bosluguna sizar ve oradaki bosluklarin genisleyip birlesmesiyle blastosel
ad1 verilen tek bir bosluk olusur. Bu asamadaki embriyoya blastosist ad1 verilir. i¢
hiicre kitlesinden embriyonik dokular, dis hiicre kitlesinden ise plasentay1 olusturacak

olan trofoblastlar gelisir (10).
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Sekil 2.1. Blastosist olusumu ve implantasyon (11).

2.2. Plasenta

Plasenta; fetal kan damarlarin1 igeren stroma, onu g¢evreleyen ¢ift katmanh

trofoblast ve villus olarak adlandirilan dallanmis yapilardan meydana gelen, gebelik



doneminde olusan gegici bir endokrin organ olup anne ile embriyo/fetiis arasindaki
iletisimi saglamaktadir. Plasentanin temel fonksiyonlar1 arasinda; maternal ve fetal
plazma arasinda gaz aligverisi, besinlerin ve atiklarin transferi, anneden fetiise
immiinoglobulinlerle bagisikligin transferi ve fetal biiylime ve gelisme i¢in 6nemli
olan hormonlarin salgilanmasi bulunmaktadir (12-15). Plasentanin olusumu, basarili
bir gebelik ve fetal saglik i¢in ¢ok Onemlidir. Gebelik boyunca plasenta, annenin
fizyolojik  adaptasyonundan, gelisen embriyonun immiinolojik kabuliine,

beslenmesine ve desteklenmesine kadar pek ¢cok gorevi yerine getirir (16).
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Sekil 2.2. Plasentanin olusumu ve 6nemli bilesenleri (17).

2.2.1. Plasenta Yapisi

Insanlarda olgun bir plasenta yaklastk 3 cm kalinliginda ve 500 g
agirligindadir. Plasenta, maternal ve fetal kisimlardan meydana gelir. Plasentanin
amniyotik membran komsulugundaki fetal yiizii dizdir. Gebelikte uterusun
endometriyumu olan desidua tabakasi tice ayrilir ve bunlardan ilki olan desidua
bazalis; plasentanin maternal kismin1 olusturur. Desidua kapsiilaris; gelisen embriyo
ve koryonik keseyi kaplayan yiizeysel bir tabakadir. Desidua pariyetalis; embriyonun
olmadig uterus boslugunda bulunan kisimdir (18,19). Plasentanin fetal bolimiinii ise
koryon frondozum olusturur. Desidua bazalisten gelisen plasenta septumlari koryonik
plaga dogru uzanirken 30-35 loba ayrilir. Her lob birgok kotiledon igerir, kotiledonlar
ana kok villus ve dallarindan olusur. Desidua kapsiilarisin tizerindeki villuslarin

dejenere olmasiyla koryon leve (diiz koryon) olusur. Koryon frondozum villuslarin



ciktig1 tabaka olan koryon plagi ve sitotrofoblastlar tarafindan olusturulan koryonik
villuslardan olusur (14,15).
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Sekil 2.3. Plasentanin genel yapisi (20).

Maternal ve fetal yapilar arasindaki intervilloz alanda maternal kan dolasir,
besin ve atiklarin degisiminin gerceklestigi yerlerdir. Koryonik villuslar mezenkimal
bag dokudan olusan villus stromasi ile arteriyoller ve kapillerleri igeren fetal kan
damarlarina sahiptir. Stroma fibroblastlara farklilasan mezenkimal hiicreler ve fetal
plasental antijen sunan hiicreler olan fagositoz yetenegine sahip Hofbauer

hiicrelerinden olusur (14,21,22).
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Sekil 2.4. Plasentanin yapisal bilesenleri ve hiicreleri (23).

Plasental koryonik villuslart i¢ceren stromal bag dokusu sitotrofoblastlar ve
sinsiyotrofoblastlar ile ¢evrilidir. Sinsityotrofoblastlar postmitotik hiicrelerdir,
intervilloz aralikta maternal kan ile temas ederler ve ¢ok sayida mikrovillus igerirler.
Onlarin altinda bulunan ve bazal lamina {izerine oturan sitotrofoblastlar mitoz
boliinerek sinsityotrofoblastlara farklilasirlar (24). Plasentanin villoz olmayan

kisimlart ise ekstravilloz trofoblastlari (EVT), fibrinoid ve desiduayi igerir (25).

2.2.2. Plasenta Gelisimi

Blastosistin, fertilizasyondan yaklasik 7 giin sonra embriyonik kutuptan uterus
duvarina tutunmasiyla (implantasyon) fetiis ve plasentanin gelisimi baslar.
Ekstraembriyonik dokulardan kdken alan plasenta, yapisini ve iglevini dinamik olarak
degistirerek gebeligin ilk haftalarinda hizla gelisir. Trofoblastlarin hizla ¢ogalmast,
koryonik kesenin ve villuslarin gelismesi bu siireg ile karakterizedir. Ugiincii haftanin
sonunda plasenta i¢in gerekli anatomik diizenlemeler olusturulur. Dérdiincii haftanin
sonunda ise gaz, besin ve metabolik atiklarin degisimine izin veren kompleks bir
vaskiiler ag gelisir. Gebeligin ilerleyen donemlerinde plasenta, fetiisiin biiyiimesiyle
birlikte genisler ve kalinlagir. Ayni zamanda toplam villus ylizeyi de genisler

(14,24,26).
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Sekil 2.5. Plasental gelisim ve degisen oksijen konsantrasyonu (26).

2.2.3. Trofoblast Hiicrelerinin Gelisimi

Trofoblastlar, embriyoya besin saglayan ve plasentanin biiyiik bir bolimiinii

olusturan hiicrelerdir.

Maternal dokuya temas etmeyen igteki hiicrelere sitotrofoblast, dista yer alan
ve maternal dokuya temas halinde bulunan hiicrelere ise sinsityotrofoblast adi

verilmektedir (27).

Gelisimin yaklagik 7. giinlinde, blastosistin implantasyonu gerceklesirken,
trofoblast hiicreleri, maternal uterin hiicrelere invazyon saglamak i¢in endometriyal
desidual epitel ile etkilesime girer. Trofoblast hiicreleri, maternal dokular1 asindiran
cok c¢ekirdekli sinsityotrofoblasta (dis) ve aktif olarak c¢ogalan tek cekirdekli
sitotrofoblasta (i¢) farklilasir. Gelisimin 9. giiniinde sinsityotrofoblast i¢cinde bosluklar
olusur. Sinsityotrofoblast maternal dokular1 asindirarak uterus spiral arterlerinden
anne kaninin lakiiner agina girmesine izin verir. Bdylece erken uteroplasental dolagim
2. haftanin sonunda kurulur. Bu arada sitotrofoblast, sinsityotrofoblasta niifuz eden ve
genisleyen primer koryonik villuslar1 (parmak benzeri ¢ikintilar) olusturmaya baslar.
Ucgiincii haftada, ekstra-embriyonik mezoderm bu villuslarin igine dogru girerek
gevsek bag dokusundan olusan bir merkez olusturur ve bu noktada bu yapilara
sekonder koryonik villus adi1 verilir. Ugiincii haftanin sonunda, sekonder koryonik

villusun embriyonik mezoderminde embriyonik damarlar olugsmaya baslar ve tersiyer



koryonik villus olusmus olur. Tersiyer villustaki sitotrofoblast hiicreleri, maternal
uterusun desidua bazalisine dogru biiylir ve sitotrofoblastik bir kabuk olusturmak i¢in
tizerine yayilir. Sitotrofoblastik kabuk araciligiyla desidua bazalise baglanan villuslar,
kok villuslar1 olarak bilinir ve plasentayr uterus duvarina baglar. Kok villuslardan
intervilloz bosluk iginde disa dogru biiyiiyen villuslara ise dallanan villuslar denir ve

bu villuslar anne ile fetiis arasindaki metabolitlerin degisimi igin yiizey alani saglar
(28-31).
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Sekil 2.6. Koryonik villuslarin sematik gosterimi.

2.2.4. Spiral Arterlerin Yeniden Sekillenmesi

Plasental gelisim siirecinde maternal spiral arterler, fetiisiin ihtiyaglarini
karsilamak icin direnci diisiikk ancak kan akisi yiiksek bir kosul olusturmak {izere
yeniden sekillenir. Sitotrofoblast hiicreleri maternal spiral arterleri istila eder ve
maternal endotelin yerini alarak damarin ¢apini artirir. Spiral arterleri yeniden
sekillendirmenin yani sira, sitotrofoblastlar ayrica hamileligin ilk haftalarinda
implantasyon bdlgesinin altindaki desidua bazaliste spiral arterleri tikayan trofoblast
tikaclar1 olusturur. Bu tikaglar, 6-7. gebelik haftasina kadar kan akigini tamamen
engeller. Bunun bir sonucu olarak, plasenta ilk trimesterin ¢ogunlugunda diisiik
oksijenli bir ortamdir. Bu ortamin plasenta gelisimi, vaskiilogenez ve anjiyogenez i¢in
oldukg¢a 6nemli oldugu bilinmektedir. Plasenta olusumundaki problemler, embriyonik
bliylime ve gelismeyi tehlikeye atabilir. Anormal plasentasyon; diisiik, 6lii dogum,
erken dogum, intrauterin gelisme geriligi (IUGR) ve preeklampsi gibi cesitli gebelik
komplikasyonlarinin temel sebeplerinden biridir (32-37).
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Sekil 2.7. Spiral arterlerin yeniden sekillenmesi ve EVT lerin roliiniin sematik
gosterimi (CTB: Sitotrofoblast, SA: Spiral arter, EC: Endotel hiicre) (38).

2.3. Preeklampsi

Preeklampsi (PE), anormal plasentasyonun bir sonucu olarak yiiksek tansiyon
ve proteiniiri ile karakterize, gebelige 6zgii bir hastaliktir. Tiim gebeliklerin %5-10'unu
etkileyen PE, diinya ¢apinda perinatal ve maternal morbiditenin baslica sebeplerinden
biri olarak kabul edilmistir (39,40). Preeklampsi, maternal organ yetmezIigi ile birlikte
gebeligin 20. haftasindan sonra baglayan hipertansiyon ile tanimlanir. PE'nin baslica
klinik belirtileri 6dem, bas agrisi, bobrek yetmezligi, epigastrik agri, diisiik trombosit
sayis1, anormal karaciger enzim degerleri ve fetal sendromdur (40). Tani kriterleri,
preeklampsinin  klinik ¢esitliligine, patogenezine, multisistemik etkilerine ve
prognostik belirteclerine uygun olarak kanita dayali rehberler egliginde Amerikan
Jinekoloji ve Obstetri Dernegi (The American Congress of Obstetricians and

Gynecologists-ACOG) tarafindan yeniden tanimlanmistir (41) (Bkz. Sekil 2.8.).



Preeklampsi

Siddetli Preeklampsi

Daha 6nce normotansif bir gebede,
20.gebelik haftasindan sonra en az

Yatak istirahatinde 4 saat ara ile
yapllan iki 6lcimde SKB =160

Hipertansiyon dort saat ara ile yapilan iki 8lclimde | mmHg yada DKB =110 mmHg
SKB =140 mmHg yada DKB =90 | olmasi durumu (Antihipertansif te-
mmHg olmasidir. davinin baglanmadig durumda)

VE
24 saatlik idrarda =300 mg pro-
teiniri

Proteindiri «Protein,/Kreatinin =0.3mg/dL

*idrar cubugu ile yapilan élciimde
1+ proteiniiri olmasidir”

Veya proteiniiri yoksa, yeni baslayan hipertansiyon ile birlikte asagidakilerden birinin yeni baglamasi durumunda

Trombositopeni Trombosit sayis1 <100.000/mikrolitre olmasidir.

Serum kreatinin konsantrasyonunun >1.1 mg/dL ya da
Baska bir bébrek hastaliginin yoklugunda serum kreatinin konsantrasyonu-
nun iki kat artmasidir.

Babrek Yetmezligj

Karaciger transaminazlarinin (ALT, AST) normal konsantrasyonun iki katina

Bozulmus Karaciger Enzimleri kadar artmasidir

Baska bir tani ile aciklanamayan
stregelen siddetli sag Ost kadran

. agrisinin varl
Bozulmus Karaciger g g

Enzimleri Tedaviye yanit vermeyen epigastrik

agnnin olmasi veya her ikisinin bir-
likte olmasidir.

Yeni baglayan serebral ve gorme

Serebral ve Gérme Bozukluklar bozukluklarnin olmasidir.

* Diger kantitatif 8lcimlerin yapilamadig durumlarda kullanilir.

Sekil 2.8. Preeklampsi tan1 kriterleri.

Preeklampsi, sadece plasenta varliginda olusan ve dogum sonrasi plasentanin
cikarilmasi ile diizelen bir patolojidir. Preeklampsi gelisiminde azalmis plasental
perflizyonun yol actig1 plasental hipoksi kaynakli degisiklikler 6nemli rol oynar
(40,42,43).
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Sekil 2.9. Saglikli gebelik ve preeklampside spiral arterlerin yeniden sekillenmesi ve
plasental hipoksi olusumu (44). EVT: Ekstravilloz trofoblast, NK: Dogal 6ldiiriicii
hiicreler, M: Makrofajlar.

Preeklampsi genellikle iki asamali bir hastalik olarak kabul edilir:

a) Erken gebelikte, uterin spiral arterlerin yetersiz yeniden sekillenmesi

damarlarin daralmasina neden olur,

b) daha sonra plasenta iskemi, hipoksi ve oksidatif strese maruz kalir ve
maternal dolasima baz1 toksik (reaktif oksijen tiirevleri gibi) faktorleri salarak klinik
preeklampsiye yol agan vaskiiler ve glomeriiler endotelyal hasara neden olur (43).
Preeklampsinin nedeni hala tartisilirken, klinik ve patolojik ¢alismalar bu sendromun
patogenezinde esas merkezin plasenta oldugunu gostermektedir (45).

Sahip oldugu 6neme ragmen, insan plasenta olusumu ve trofoblast hiicrelerinin
fonksiyon ve farklilagmasi gibi olaylardaki molekiiler mekanizmalar, ¢ogunlukla
uygun  hiicresel model sistemlerinin  eksikliginden  dolayi, yeterince

aydinlatilamamistir (9)..
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2.4. Hipoksi
2.4.1. Tanmim ve Tarihcesi

Hipoksi, hiicre ve dokularda yeterli oksijenin saglanamamasi durumudur. O2
alimi ve tiiketimi arasindaki dengesizlik, hiicresel islevi siirdiirmek igin yetersiz kalir
ve hipoksi olusur. Hipoksiyi ilk olarak 1991 yilinda Semenza ve ark. bobrek ve
karacigerde hipoksik kosullarin, eritropoietin (EPO) ekspresyonunu artiran niikleer
faktorlerin {iretimini indiikledigini gostererek raporlamistir. Ratcliffe ve ark. daha
sonra bu oksijen algilama sisteminin memelilerde her dokuda bulundugunu ortaya
cikarmigtir. 1995'te Semenza ve ark. HIF-1'in HIF-1a ve HIF-1pB olmak {izere iki alt
birim igerdigini gostermis, 2019 yilinda ise insan ve hayvan hiicrelerinin oksijen
ithtiyacini nasil algiladigi ve buna nasil uyum sagladigini kesfeden ¢alismalarindan

dolay1 Nobel Fizyoloji ve Tip Odiilii'ne layik goriilmiislerdir (46,47).

2.4.2. Hipoksi Mekanizmasi

Hipoksi ile iligkili olaylarin ¢coguna, hipoksi ile indiiklenebilir faktor (HIF) ad1
verilen bir transkripsiyon faktorii aracilik eder. HIF ailesi iki farkli alt birim igerir: o
ve B. Bunlardan o kism1 HIF-la, HIF-2a ve HIF-3a 'dan olusur;  kismi ise sadece
HIF-1B igerir. HIF-1a tiim viicut dokularinda yaygin olarak ifade edilirken, HIF-2a ve
HIF-3a sadece birkag spesifik dokuda ifade edilmektedir (48).

ODDD

HIF-1o | [bHLH| | PAS C-TAD)

oDDD 300/CBP

6

HIF2c | [bHLH| [ PAS C-TAD
ODDD

HIF-3cc |  [bHLH| |PAS

HIF-B bHLH PAS

Sekil 2.10. HIF alt birimleri ve fonksiyonel yapilar1 (49).
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Normoksik (yeterli oksijen saturasyonlu) kosullar altinda, HIF-o proteinleri
(HIF-la, HIF-2a ve HIF-3a), prolil-hidroksilaz proteini (PHD-1) yoluyla hidroksile
edilir. Bir E3 ubikuitin ligaz1 olan Von Hippel Lindau proteini (pVHL), hidroksile
HIF-la'ya baglanir, bu da HIF proteininin ubikiitinizasyonuna ve proteozomal

yikimina yol agar ve HIF-1a inaktive edilir.

Hipoksik kosullar altinda ise, HIF-a hidroksilasyonunu ve ubikiitin aracili
proteazom bozulmasini 6nleyen PHD'nin enzimatik aktivitesi inhibe edilir. Daha
sonra, HIF-a alt birimi, bir transkripsiyonel kompleks dimerizasyonu olusturmak igin
HIF-1B ile etkilesime girer, daha sonra ¢ekirdege girer ve hipoksi yanit elemanlari
(HRE'ler) ile birleserek ¢ok sayida genin transkripsiyonunun indiiklenmesinde rol
oynar (50-52).

[Normoksik kosullar] Hipoksik kosullar
< %S5 oksijen
[ Prolil ]
Hidroksilaz | ——> @
(PHD)
@ ,,

Hipoksi yamit elemanlary,
(HRE)

by

Proteozomal

7
Degredasyon €< =3 Transkripsiyon

Sekil 2.11. Hipoksi mekanizmasi (53).

2.4.3. Hipoksinin Onemi ve Hastahklardaki Rolii

Hipoksi siireci, mikrobiyal enfeksiyon, kanser, akut ve kronik hastaliklar ve
diger stres tepkileri dahil olmak {iizere ¢esitli biyolojik siireclerle baglantilidir.
Hiicrelerin oksijen degisikliklerine verdigi yanitin altinda yatan mekanizma oldukc¢a

onem tagir. Hipoksiye bagli degisimleri incelemek igin yapilan ¢aligmalar, hastalik
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patogenezinin altinda yatan mekanizmalar hakkinda daha iyi fikir vermektedir (53—

56).

gpoj: 0, %,
3 o 1‘
¢>°' 4,\@ é@% A &@_0, @4&
Q& \\\ '@ ‘1”\0 *’q&r /g
iy 5,
O A2 &
cf') ) Q),
W 2
HIPOKSI
(HIF sinyali)
% ’
2
- G
% $%
e &
: O
% Z
Myc, mxit, SP1
PDK1, VEGF
Hiicre biiyiimesi/
farkhlasmasi

Sekil 2.12. Hipoksi ve HIF sinyal yolaginin rol aldig1 olaylar ve iliskili genler.

Fetal gelisimde onemli bir fizyolojik rol oynayan hipoksi; plasentasyon,
anjiyogenez ve hematopoez gibi onemli embriyonik siire¢lerde yer alir. Patolojik
olarak da kanser, miyokardiyal iskemi, metabolik hastaliklar, kronik kalp ve bobrek
hastaliklarinin yani1 sira {lireme sistemi hastaliklarinda da (preeklampsi ve

endometriozis gibi) kritik rol oynadig: bilinmektedir (57,58).

2.5. Preeklampsi ve Hipoksi

Normal gebelik siirecinde plasenta intervilloz alanindaki spiral arterlerin
liimeni genisler ve arter duvarlar1 diiz kas icerecek sekilde yeniden sekillenerek daha
direncli hale gelir. Bu siirecte fetal trofoblastlar maternal damarlara invaze olarak
endotelin yerini alir, trofoblast ve fibrinoid matriks internal elastik lamina ve diiz kas

ile yer degistirir. Boylelikle intervilloz alanda genis ¢apl ve direnci diisiik kan akimi
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saglanir. Normal gebelikte 20. haftaya dek tamamlanan bu siire¢ preeklampside spiral
arterlerin sitotrofoblastlarca invazyonu tamamlanamadigi ve degisiklige ugrayamadigi
icin bozulmustur (1,42,45,58). Spiral arterlerdeki yeniden sekillenme desidual kisim
ile sinirh kalir, artan uterin doku direnci ve invazyondaki eksiklik ikinci trimester
sonunda intervilloz kanlanmanin bozulmasina neden olur (136,137). Uteroplasental
perflizyonun azalmasi plasentada hipoksiye yol acar. Preeklampside gelisen hipoksik

stirecler hipoksi ile indiiklenebilir faktor 1 (HIF-1) artisina sebep olur.

Anormal Plasenta Geligimi

Plasental Hipoksi

Preeklampsi

Sekil 2.13. Preeklampsinin patofizyolojik mezkanizmalari.

Preeklampsinin karmasik patogenezinin mekanizmasi hala belirsizligini korusa
da hipoksinin trofoblast fonksiyonlarina dolayisiyla preeklampsi patogenezine 6nemli
bir katkida bulundugu bilinmektedir. Yiizeysel ve yetersiz olan trofoblast
invazyonundan ve spiral arterlerin yeniden sekillenirken olduk¢a dar kalmasindan

kaynaklanan plasental hipoksi preeklampsinin en belirgin 6zelligidir (57—63).

2.6. Wnt Sinyal Yolag

Wnt sinyali ilk olarak Drosophila'nin erken embriyogenezinde segment
polarite geni Wingless (Wg) kesfedilerek tanimlanmistir. Daha sonra farelerde yapilan
viral karsinogenez deneyleri, fare meme timori viriistiniin Int-1 adl1 genin promotdrii
icinde ortak entegrasyon bdlgesinin kesfine yol agmustir. Dizi analizleri, Int-1'in
Drosophila Wg genine ortolog oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu nedenle, memeli Int-1

geni ve onun paraloglari igin terimler birlestirilerek "Wnt' ad1 tiretilmistir (64).

Whnt sinyali, insanlarda embriyonik modelleme, hiicre ¢ogalmasi, farklilagsma,

g0¢ ve apoptoz dahil olmak tizere ¢ok sayida hiicresel ve gelisimsel siirecte yer alir.
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Ug farkli Wnt sinyal yolu vardir;

a. Kanonik Wnt/B-katenin yolu ve

b. Kanonik olmayan Wnt/Ca** yolu

c. Kanonik olmayan Wnt/Planar Hiicre Polarite yolu

Kanonik Wnt sinyali, kok hiicre yenilenmesi ve farklilagsmasi gibi hiicre
kaderinin belirlenmesinde yer alirken; kanonik olmayan Wnt sinyali genellikle
hiicresel hareket, morfolojik degisiklikler ve doku organizasyonu ile ilgilenir (65,66).

Kanonik olmayan Whnt sinyali, B-kateninden bagimsiz Wnt yollarini belirtir (66).

2.6.1. Wnt/g-katenin Sinyal Yolag:

Kanonik Wnt yolu olarak da adlandirilan Wnt/B-katenin sinyal yolu, normal
hiicrelerde bir Wnt ligand1 tarafindan baslatilan ve B-katenin protein seviyesinin
stabilizasyonu ile sonuglanan ¢ok basamakli molekiiler bir siiregtir. Wnt/p-katenin
sinyal yolu esas olarak hiicredeki B-katenin seviyesine baglidir. Kanonik Wnt yolu
aktivasyonu, bir Wnt ligandinin, Frizzled reseptor ve LRP5/6 yardimc1 reseptoriinden

olusan ayni1 kokenli reseptor kompleksine baglanmasiyla baslar (64,67,68).
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Sekil 2.14. Wnt/B-katenin sinyal yolag1 (69).

Bu baglanma sonucunda olusan sinyal 6nce sitoplazmaya gecer ve Dishevelled
(DVL) molekiiliiniin fosforilasyonu uyarilir. Fosforile olan DVL; Axin, APC
(adenomatdz polipozis koli), CK1 (kazein kinaz-1) ve GSK-3f (glikojen sentaz kinaz
3B) ile birleserek, B katenin kompleksinin fosforile edilmesini engeller.
Fosforillenmemis -katenin ubikiitinizasyon ve proteazomal degradasyondan kagar ve
sitoplazmada birikir. Daha sonra sitoplazmada artan [-katenin’in ¢ekirdege
translokasyonu gerceklesir. Cekirdege gegen B-Katenin, transkripsiyon faktor ailesi
olan TCF/LEF (T-hiicre faktorii/lenfoid artirict faktor) tyelerine baglanarak
cekirdekteki hedef genlerin transkripsiyonuna neden olur (70-72). Wnt yoklugunda -
katenin, GSK-3B'yi igeren multiprotein yikim kompleksi tarafindan fosforile edilir ve
ubikiitin proteozomal sistem tarafindan yikimi gergeklesir. B-katenin sitoplazmada
yikima ugradigindan c¢ekirdege gecerek niikleer transkripsiyonu aktive edemez

(5,70,72-74).
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Kanonik Wnt yolagindaki sinyalde bozulmalar tiimor gelisimi ve kanser ile de
iliskilidir. Bugiine kadar Wnt yolu hepatoselliiler karsinom, meme kanseri gibi bir¢ok

kanser tiiriiyle iliskilendirilmistir (5,70).

Insanda, 19 Wnt geni tanimlanmistir (75). Drosophila'da Wingless'in antikor
boyamasi yapilan bir ¢alisma, Wnt proteinlerinin uzak komsu hiicreler lizerinde
hareket etmek icin konsantrasyona bagli bir sekilde uzun menzilli morfogenetik
molekiiller olarak islev gordiigiinii géstermistir. Wnt-1, Wnt-3a ve Wnt-8b kanonik
Whnt ligandlarina; Wnt-4, Wnt-5a ve Wnt-11 ise kanonik olmayan Wnt ligandlarina
ornek verilebilir (70,75).

B-katenin geni (CTNNDb1) tarafindan kodlanan B-katenin proteini ilk olarak
hiicre adezyon baglantilarin bir bileseni olarak kesfedilmistir. B-katenin; kadherinleri
aktin filamentine baglayarak hiicre adezyon baglantilarin1 destekler. Hiicre tipine baglh
olarak sitoplazmada ve bazen c¢ekirdekte degisken diizeyde serbest [-katenin
bulunmustur, bu da B-katenin'in transkripsiyonel diizenlemede de bir fonksiyonu
oldugunu gostermistir. Bu nedenle B-katenin, bir transkripsiyon faktorii olarak kabul
edilir. Normal fizyolojik kosullarda sitoplazmada serbest 3-katenin protein diizeyi siki
bir sekilde kontrol edilir. Sitoplazmik [-katenin, normal hiicrelerin ¢ogunda herhangi
bir Wnt uyaricisi veya aktive edici mutasyonun yoklugunda, diisiik diizeyde tutulmasi

icin proteozomal sistem tarafindan siirekli olarak yikilir (64,67,76).

2.6.2. Trofoblastlarda Wnt/p-katenin Sinyal Yolag

Trofoblast hiicrelerinin hizli olusumunun, plasenta gelisimine katkida
bulundugu iyi bilinmektedir (60). Wnt sinyal yolu, organ gelisimi ve doku
homeostazinda ¢ok 6nemli bir role hizmet ettiginden, trofoblastlarin gelisimi ve

farklilagsmasinda da 6nemli rollere sahip olmasi muhtemeldir (61).

Yakin zamanda yapilan bir ¢aligma, insan plasentasinda 14 Wnt ligandinin
eksprese edildigini géstermistir, bu da plasental gelisimde Wnt sinyal yolunun 6nemli

bir fonksiyonu olduguna isaret etmektedir (62).
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Whnt sinyali, erken trofoblastlarin gelisiminde 6nemli bir rol oynamaktadir (68-
70). Cesitli calismalar ayrica ekstraembriyonik dokularin gelisiminde 6zellikle

plasentanin vaskiilarizasyonunda Wnt sinyalinin roliinii gostermistir (71,72).

Wnt sinyali ayrica trofoblast invazyonuna da katkida bulunmaktadir (78).
Yapilan bir ¢aligmada Wntl, Wnt7A, Wnt10A ve Wnt10B ekspresyon seviyelerinin
ilk trimester trofoblastlarinda term trofoblastlarla karsilastirildiginda daha yiiksek
oldugu goriilirken, Wntl ve Wnt2B'nin EVT'lerde daha giiglii eksprese edilmesi,
Whnt'nin trofoblast invazivligini diizenleyebilecegini diislindiirmektedir (62). Wnt/B-
katenin  sinyal yolunun hiperaktivasyonu, koryokarsinom gibi trofoblast
bozukluklarina yol agabilirken, Wnt/B-katenin sinyal yolunun downregiilasyonu
preeklampsiye yol agabilir. Bir c¢alismada, normal plasental dokulara kiyasla
preeklampside Wnt2 ve B-katenin ekspresyon seviyelerinin azalmasi, Wnt sinyal

yolunun plasental dokularin gelisiminde bir rol oynayabilecegini gostermistir. (14,16).

Wnt/B-Katenin sinyal yolunun ayni zamanda blastokistleri de etkileyebilecegi
ve meydana gelen en 6nemli patolojik degisikliklerden biri olan spiral arterin yeniden
sekillenmesinde yasanan anormalliklerin ana nedeni olabilecegi diisiiniilmektedir.
Wntl, en 6nemli Wnt ligandlarindan biridir ve term trofoblastlarla karsilastirildiginda,
ilk trimester trofoblastlarinda Wntl'in ekspresyon seviyesinin daha yiiksek oldugu
tespit edilmis, bu sebeple Wntl'in trofoblast invazyonunu diizenleyebilecegini
diistindiirmektedir (77,78).

Whnt-sinyal yolagi bilesenlerinin, gestasyonel hastaliklar da dahil olmak iizere
cesitli hastaliklarin patogenezinde yer aldig ortaya ¢ikmistir. APC ve SFRP2 genleri
ve koryokarsinom hiicreleri ile yapilan bir c¢alismada, Wnt sinyalinin
inaktivasyonunun trofoblastik kanser hiicrelerinin patogenezinde 6nemli bir rol
oynayabilecegi gosterilmistir (82). Bu sonuglar, Wnt sinyal yolunun preeklampsi ile

yakindan iliskili olduguna dair kuvvetli kanitlar sunmaktadir.

Bir¢ok hastalikta anormal Wnt/B-katenin sinyali gozlenmistir. Preeklampsi
patogenezinin daha iyi anlasilmasi i¢in gelecekteki ¢aligmalar, trofoblastlar icindeki
Wnt/B-katenin sinyalinin preeklampsi gelisimine katilip katilmadiginit dogrulamaya

yardimci olacaktir (78).
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2.7. Tiinel Olusturan Nanotiipler

Hiicrelerin normal diizeyde ¢ogalmasi ve fonksiyon gormesi i¢in ¢ok biiytlik
Onem tasiyan hiicreler arasi iletisim mekanizmalari, hiicresel bir bilginin hiicreler arasi
aktarilmasin1 ifade eder. Cok hiicreli organizmalar, hiicreler arasinda iletisim
baglantilar1 kurarak hiicre davranisini koordine eder, morfogenezi diizenler ve doku
homeostazini siirdiiriirler. Hiicreler, birbirleriyle dogrudan temas yoluyla veya bir
hiicreden baska bir hiicreye madde salinmasiyla birbirlerine sinyal verirler (79,80).
Diger hiicrelerden gelen sinyallere yanit verme yetenegini kaybeden hiicreler ise
kanser hiicreleri haline gelebilir. Integrinler, tetraspaninler ve kaderinler gibi hiicre
yapisma molekiillerini igeren reseptor aracili etkilesimler ve komsu hiicreler
arasindaki hiicresel baglantilar (gap junctionlar vb), hiicreler arasinda dogrudan
fiziksel temas ile olusturan biyolojik iletisim ve sinyal iletimi mekanizmalaridir.
Ayrica sitokinlerin ve kemokinlerin salgilanmasi, mikrovezikiiller veya eksozomlarin

salinmasi da hiicreler arasi iletisim mekanizmalarindandir (4,81,82).

Ik olarak 2004 yilinda Rustom ve arkadaslari tarafindan PC12 hiicrelerinde
tanimlanan tiinel olusturan nanotiipler (TNT), F-aktin iceren ince filament6z
membrandz uzantili yapilar olarak tanimlanmaktadirlar (83). TNT ler, hiicreler arasi
iletisimde en yeni ve giincel mekanizmalardan biri olmasi sebebiyle dikkat

¢cekmektedir (84).

.
(@)

Mikrovezikiiller

Sekil 2.15. Tiinel olusturan nanotiiplerin sematik gosterimi (4).
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TNT'ler, biyolojik materyali O6zellikle uzun mesafede bulunan hiicreler
arasindaki sitoplazmik kopriiler yoluyla tasir ve degisimini kolaylastirirlar. Bu
uzantilar, kiigiikk molekiiller (6rnegin kalsiyum iyonlar1), makromolekiiller (niikleik
asitler, proteinler, vb.), miRNA’lar hatta organeller gibi (vezikiiller, lizozomlar,
mitokondri, otofagozomlar, vb.) ¢esitli biiylikliikteki kargolarin hiicreler arasinda

tasinmasina olanak saglayan essiz yapilardir (85,86).

Metabolik ihtiyaglarin, besinlerin, niikleik asitlerin ve ayrica stres faktorleri ve
organellerin hizl1 bir sekilde temas halinde olmayan hiicreler arasindaki uzun mesafeli
degisimler yoluyla hizli bir sekilde dengelenmesine izin veren bu TNT'ler, mesafe ve
doku cesitliliginden bagimsiz olarak hiicreler arasinda hizli ve spesifik yanitlar

kolaylastirirlar (87).

membran adezyon
proteinleri

F-aktin

Sekil 2.16. TNT’nin yapis1 ve genel bilesenleri (88).

TNT’lerin genel karakteristik 6zellikleri asagida listelenmistir.

1) F-aktin molekiilii igerirler.

2) 50-700 nm arasinda bir ¢apa sahiptirler (ortalama 200 nm).

3) Hiicre tipine ve hareketine gore farklilik gostermekle birlikte uzunluklar
¢ogu hiicre tipinde 10-100 pm arasinda degisir (maks. 300 pm).

4) Bagli hiicrelerin plazma membraninin siirekliligini saglarlar.

5) Acik uglu ve kapali uglu olabilirler.

6) Cesitli biiyiikliiklerdeki hiicresel kargolarin taginmasini saglarlar.

7) Farkli hiicre tiplerinde uzunluklari, kalinliklar1 ve bilesenleri farklilik

gosterebilir (89).
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Tablo 2.1. Farkli hiicre tiplerindeki TNT 6zellikleri (90).

Hiicre adi Uzunluk Kahnhk Hiicre iskeleti
PC12 Ort. 6 pym 50 - 200 nm aktin var,
mikrotiibiil yok

HEK293 N/A < 500 nm aktin var,
mikrotiibiil yok

Jurkat T hiicreleri Ort. 22 pm, maks.100 pm <380 nm aktin var,
mikrotiibiil yok

ARPE-19 Ort. 44 pm, maks.120 um 50 — 300 nm aktin var,
mikrotiibiil yok

NRK Maks. 70 pm N/A aktin var,
mikrotiibiil yok

HeLa Ort. 17.7 pm, maks.40 pm  N/A aktin var,
mikrotiibiil yok
Kardiyak miyoblast

H9c2 hiicreleri Maks. 100 pm <1000 nm _aktin var,
(AFM) mikrotiibiil yok
Insan akciger karsinom A549 Maks.105 pm 400 — 1500 nm aktin var,
mikrotiibiil yok
Insan monosit-kékenli N/A 700 nm aktin
makrofajlar ve mikrotiibiil var

TNT’ler yiizlerce mikrometre uzakliktaki hiicreleri dogrudan birbirine baglar.
Bu benzersiz morfolojik ozellikler onlar1 filopodia ve sitonem gibi diger hiicresel
TNT-benzeri uzantilardan farkli kilar. Olduk¢a hassas yapilar olan TNT’ler 6zellikle
in vitro ¢alismalarda gozlemlenebilmistir. Dokulardaki TNT olusumlari, faz farkina
neden olan yogun ekstraseliiler matriks nedeniyle in vitro ¢alismalardaki gibi diiz bir

uzant1 halinde ve kolay gozlemlenebilir degillerdir (90).

Yapilan ¢alismalar ile elde edilen veriler, TNT lerin gelisimsel siireglerde,
doku rejenerasyonunda, viral enfeksiyonlarda, patojen transferinde, kok hiicre
farklilasmasinda, bagisiklik tepkilerinde, norodejeneratif bozukluklarda, kanserin

ilerlemesinde ve pek ¢ok hastalikta rol aldiklarini gostermektedir (91-94).

TNT'lerin hiicrelerin fizyolojik ve patolojik durumuyla yakindan baglantili
oldugu; oksidatif stres, iskemi veya hipoksi gibi patolojik degisikliklerin veya
dalgalanan fizyolojik ve g¢evresel kosullarin neden oldugu cesitli stres faktorlerini
dengelemek amaciyla da rolleri oldugu diistiniilmektedir (93,94). Bu nedenle TNT leri

terapotik potansiyel hedefler olarak arastirmak giin gectikce dnem kazanmaktadir.
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Bu bilgilerin 1s181nda; ¢calismamizda HTR-8/SVneo ekstravilloz trofoblast ve
JEG-3 koryokarsinom hiicre hatlarinda hipoksi indiiklemesi ile in vitro preeklampsi
modeli olusturulmasi ve tiinel olusturan nanotiipler ile Wnt/p-katenin sinyal yolaginin

preeklampsideki olasi rollerinin arastirilmast amaglanmastir.
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3.MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyaller
3.1.1. Hiicre Hatlan

Hicre kiltiirti deneyleri i¢in insan plasenta dokusuna ait HTR-8/SVneo
(ATCC® CRL- 3271) ekstravilloz trofoblast hiicre hatt1 ve JEG-3 (ATCC® HTB-36)
koryokarsinom hiicre hatti kullanildi. HTR-8/SVneo hiicre hatti gebeligin 1.
trimesterine (6-12 hafta) ait saglikli trofoblast hiicreleri olup adherent (yapiskan)
ozelliktedir.  JEG-3 koryokarsinom hiicre hatti adherent (yapiskan) oOzellikte
tiimorijenik hiicrelerdir. Kullanilan hiicre hatlarina ait bilgiler Tablo 3.1’de verilmistir.
Deneyler boyunca HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicre hatlarmin Pasaj 8-10 arasinda
kullanilmasma dikkat edilmistir. Her deney oncesi morfolojileri kontrol edilerek

deneylere devam edilmistir.

Tablo 3.1. Deneylerde kullanilan hiicre hatlarina ait bilgiler.

Hiicre Hatlar1 |Hiicre Tipi Marka |Cat#
Ekstravilloz Trofoblast
1 [HTR8/Svneo |(1.trimester) ATCC |CRL-3271
2 |[JEG-3 Koryokarsinom ATCC |HTB-36

3.1.2. Hiicre besiyerleri

HTR-8/SVneo (ATCC® CRL-3271) ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin
cogaltilmasi ve sonraki deneyleri icin RPMI-1640 (Capricorn) besiyeri kullanilmastir.
JEG-3 (ATCC® HTB-36) koryokarsinom hiicrelerinin ¢ogaltilmast ve sonraki
deneyleri i¢in MEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) kullanilmustir.

3.1.3. Antikorlar

Hiicre hatlar1 lizerinde gergeklestirilen immiinolojik boyama yontemlerinde ve

Western Blot analizlerinde kullanilmak iizere uygun primer ve sekonder antikorlar
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secilmistir. Deneylerde kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlari Tablo 3.2.°de

verilmistir.

Tablo 3.2. Deneylerde kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlart.

Antikor Ad1 Marka Cat# Uygulama ve Diliisyon Oran
1 |HIF1-alpha Bioss bs-0737r  |WB (1:500), IF & ICC (1:100)
2 [HIFI-alpha St Johns Lab  [STJ93498 [WB (1:500), IF & ICC (1:100)
3 [Wnt-1 Santa Cruz sc-514531 |WB (1:500), IF & ICC (1:100)
4 |Beta-catenin Santa Cruz sc-7963 WB (1:500), IF & ICC (1:100)
5 [Beta-actin Bioss bs-0061R  (WB (1:1000)

Anti-rabbit
6 |Sekonder Abcam WB (1:1000)

Anti-mouse
7 [Sekonder Abcam WB (1:1000)

Alexa-Fluor 647
8 [(sekonder) Abcam IF (1:100)

Alexa-Fluor 488
9 |(sekonder) Abcam IF (1:100)

AEC Substrate Thermo
10 [System Scientific ICC

3.1.4. Mikroskoplar

Deneyler ve analizler sirasinda kullanilan mikroskop cesitleri Tablo 3.3.’te

sunulmustur.

Tablo 3.3. Deney ve analizlerde kullanilan mikroskoplar.

Mikroskop Cesitleri Marka
1 |Isik Mikroskop Leica, DM5000B
2 |Floresan Mikroskop Olympus, BX43
3 |Ters Isik Mikroskobu (Inverted) Olympus, IX73

3.1.5. Kullanilan Diger Kimyasallar ve Soliisyonlar

Western blot analizi i¢in; yiiriitme tampon soliisyonu (40 ml SDS Buffer + 760

ml distile su), blotlama tampon soliisyonu (1 litre distile su i¢erisinde 3,025 gr Tris +
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14,4 gr glisin + 200 ml metanol), bloklama tampon soliisyonu (%5 siit tozu, %0,1
Tween 20; 0,5 gr siit tozu + 50 ml (1x) PBS Tween), PBS Tween (500 ml (1x) PBS +
500 pl Tween), Ponceu boyasi (%0,2 Ponceau S, %5 glasiyal asetik asit; 0,1 gr toz
Ponceu S + 100 ml distile su + 1 ml asetik asit) kullanilmistir. Soliisyonlar ¢ogunlukla

taze olarak hazirlanarak kullanilmistir.

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kiltiirii

Deneylerde kullanilan HTR-8/SVneo hiicre hatti i¢in RPMI-1640 (wi/L-
glutamine, HEPES) medyum igerisine %10 Fetal Sigir Serum (FBS) (Capricorn), %1
glukoz soliisyonu (Gibco, A24940-01), %1 sodyum piruvat (Gibco, 11360-070) ve %1
antibiyotik (penisilin-streptomisin) (Gibco, 15140-122) eklenerek kullanildi. JEG-3
koryokarsinom hiicre hatt1 icin EMEM (EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium)
icerisine %10 Fetal Sigir Serum (FBS) (Capricorn) ve penisilin-streptomisin (Gibco,
15140-122) eklenerek kullamildi. Hiicre hatlar1 75 cm?’lik flasklarda, 37 °C ve % 5
CO:z2 kosullarin1 saglayan inkiibator icerisinde ¢ogaltildi. Flask yiizeyini kaplayarak
yaklasik %80 konfluensiye ulagan hiicreler énce Dulbecco’nun fosfat tampon tuz
¢ozeltisi (DPBS) (Capricorn) ile 2 kere yikandi. Hiicrelerin tizerine 2 ml Tripsin-
EDTA (%0.25) (Gibco) eklendikten sonra 3 dakika 37°C inkiibatorde bekletildi. Flask
ylzeyinden kalkan hiicreler Invert mikroskopta kontrol edildi. Flasklara medyum
eklenip tripsinin aktivitesi durdurularak siispanse edildikten sonra, 15 ml’lik steril
falkonlara alinan hiicre siispansiyonu 4500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast siipernatant kismi atilarak falkonun dibinde kalan hiicre pelletine medyum
eklenerek siispanse edildi. Daha sonra siispanse hiicrelerden yeni bir 75 cm?’lik flaska
ekim yapild1. Uzerine medyum eklenerek yeniden cogaltilmalar1 saglandi. Biitiin hiicre

kiiltiirti islemleri hepa filtreli steril laminar kabin igerisinde gergeklestirildi.

3.2.2. Morfolojik Degerlendirme

HTR-8/SVneo ekstravill6z trofoblast hiicre hatti1 ve JEG-3 koryokarsinom
hiicre hatt1 i¢in morfolojik degerlendirme yapmak amaciyla Hematoksilen ve Eozin

boyamasi yapildi.
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Once yuvarlak lameller yerlestirilen 6 kuyucuklu plaklara, her bir kuyucuga 2
ml miktarinda medyum igerisinde siispanse hiicreler ekildi. Her bir kuyucuk igin hiicre

konsantrasyonu ve sayisinin yaklasik/esit olmasina dikkat edildi.

Sekil 3.1. Hiicrelerde Hematoksilen ve Eozin boyama iglemi.

Lamellere yapisan ve yeterli konfluensiye ulagsan hiicrelerin {izerinden
medyum cekilerek PBS ile 2 kez yikandi. Daha sonra %4 PFA (paraformaldehit) ile
10 dakika fikse edildi. Tekrar PBS ile yikandi. Lam {izerine alinan lamellerin etrafi
sonraki adimlarda uygulanacak soliisyonlar {izerine damlatilip c¢ekildigi i¢in
hidrofobik pap-pen ile ¢izildi. Azalan alkol serilerinden (%100-96-75) 2’ser dakika
bekletilerek gegcirildi. Hematoksilen ile 5 dakika bekletildi. Distile su ile yikandi. Eozin
ile 1 dakika bekletildi. Artan alkol serilerinden (%75-96-100) hizlica gegirildi. Ksilol
ile 25-30 dakika bekletildi. Yeni ve temiz bir lam lizerine entellan damlatilip hiicrelerin
oldugu lameller hiicre yiizeyi altta kalacak sekilde ters c¢evrilerek kapatildi.
Goriintiileme i¢in 151k mikroskop kullanildi.

3.2.3. Hipoksi Indiiklemesi

Kimyasal hipoksiyi indiiklemek amaciyla kullanilan ve hiicre biiylime
ortamina verilen kobalt kloriir (CoCl2), HIF-1a’y1 hidroksile edecek prolil
hidroksilazlara baglanarak onlarin aktivitesini durdurur. Boylece HIF-1a hidroksile

edilemez, proteozomal yikimi gerceklesemez ve hiicredeki miktari artar.

Hipoksiyi indiikklemek amaciyla CoClz2 (Sigma, CAS: 7791-13-1) toz halde

temin edildi ve soliisyon hazirlanarak kullanildi. Distile su igerisinde CoCl2 ¢oziilerek
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konsantrasyonu 100 mM olacak sekilde stok soliisyon hazirlandi. Flasklarda ¢ogaltilan
hiicreler 6 kuyucuklu plaklara ekildi. Hiicreler yiizeye yapistiktan sonra medyum
degistirilirken yeni medyumlar igerisine 100 pM, 150 uM ve 250 uM olacak sekilde
stok soliisyondan eklendi ve diisiik dozlar olan 100 uM, 150 uM igin 24 saat, yiiksek
doz olan 250 uM igin ise 4 saat siiresince inkiibe edildi. Kobalt kloriir (CoCl2) her

deney i¢in taze hazirlandi.

Sekil 3.2. Toz halindeki kobalt kloriir’den uygun konsantrasyonlarda soliisyon
hazirlanip hiicrelere uygulanmasi.

3.2.4. Akim Sitometri ile Hiicre Canhihik Analizi

Akim sitometrisi, tamponlu tuz bazl bir ¢6zelti (PBS) iginde hiicreleri veya
parcaciklari tekli veya ¢oklu lazerlerden gecerken 151k dagilim tespiti ile her parcacigi
hizli bir sekilde analiz edebilen gelismis bir teknolojidir. Canli hiicreleri 6lgmek igin
hizli ve gilivenilir bir yontem olan akim sitometrisi, hiicrenin ila¢ tedavilerine,
kimyasallara veya diger ¢evresel faktorlere tepkisini degerlendirmek igin kullanilan

onemli bir adimdar.
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Sekil 3.3. Akim sitometri analizinin ¢alisma prensibi.

Propidyum iyodiir (PI) reaktifi, akim sitometrisi analizlerinde 6lii hiicreleri
canli hiicrelerden ayirt etmek i¢in kullanilan, kullanimi kolay bir niikleik asit
boyasidir. Propidium iyodiir membran gegirgen degildir. Membran biitiinliglinii

kaybeden 6lii hiicrelerde DNA’ya baglanir, boylece canli ve 6lii hiicrelerin ayrimi

yapilir (95,96).

Deneylerde kullanilan HTR-8/SVneo ektravilloz trofoblast ve JEG-3
koryokarsinom hiicreleri iizerinde CoClz’nin hiicre canliligina etkisini incelemek
amaciyla akim sitometrisi analizi yapildi. Hiicreler 6 kuyucuklu plaklara ekildikten ve
yapistiklar: gdzlemlendikten sonra hipoksi indiiklemek amaciyla 100 uM, 150 uM ve
250 uM konsantrasyonlarinda CoCl2 uygulandi. Deney siireleri sonunda hiicrelerin
tizerindeki medyumlar 15 ml’lik falkon tiiplere alindi. Hiicreler daha sonra %0.25
Tripsin-EDTA ile 2 dakika 37°C’de inkiibe edildi. Yiizeyden kalkan hiicreler de
medyumlarmin oldugu 15 ml’lik falkonlara alinarak 2000 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasi kalan pellete 2’ser ml PBS eklenerek ependorflara alindi ve
santrifiij edildi. Ependorflardaki hiicrelerin igerisine 5’er ul propidyum iyodiir (PI)
eklenerek 5 dakika oda 1sisinda ve karanlikta inkiibe edildi. Sonrasinda 6rnekler Acea
Novocyte Akim Sitometri Sistemi ve NovoExpress yazilimi ile analiz edildi. Elde
edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildi.
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3.2.5. Western Blot Analizi icin Orneklerin Hazirlanmasi

Hiicrelerde HIF-1a, Wnt-1 ve B-katenin protein diizeylerini kantitatif olarak
Olgmek amaciyla Western blot (WB) analizi yapildi. Deney siiresi sonunda 6
kuyucuklu plaklardaki hiicrelerin medyumu ¢ekilip PBS ile 3 kez yikandi. Ardindan
taze hazirlanan ve 1:100 oraninda proteaz inhibitor kokteyli eklenen RIPA lizis
tamponundan her kuyucuga 50 ul eklenerek cell scrapper ile kazima ve pargalama
islemi yapildi. Ependorflara alinan oOrnekler sonikatérden (Bandelin, Sonopuls)
gegirildikten sonra 14000 rpm’de 10 dakika boyunca 4°C’de santrifiij edildi. Santrifiij
sonrast ependorfun alt kismindaki bulutsu yapi birakilarak st kisminda kalan
stipernatant1 ayr1 ependorfa konuldu ve -20°C’ye kaldirildi. Protein denatiirasyonunu

Oonlemek amaciyla biitiin islemler kuru buz iizerinde gergeklestirildi.

3.2.6. BCA Assay ile Protein Miktar Tayini

Hiicrelerde Western blot analizi gergeklestirilmeden 6nce orneklerin protein
miktarini tayin etmek amaciyla Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
Cat no: 23225) kullanild. Kitin igerisinde yer alan uygulama adimlarina uyularak énce
standartlar ve uygun diliisyonlar1 kuyucuklara konularak hazirlandi. BCA Reagent A
ve BCA Reagent B (50:1 oraninda) karistirilarak ¢alisma soliisyonu hazirlandi. Daha
sonra da hiicre Ornekleri eklenerek 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Sonuglar
spektrofotometre (Varioskan Plate Reader, Thermo) cihazinda Skanlt yazilim
programi ile 562 nm dalga boyunda okutuldu. Okunan degerlere gore hesaplama
yapilarak Western blot analizi i¢in her bir 6rnegin protein konsantrasyonuna gore

RIPA lizis tamponu ile diliisyonu yapildi.

Sekil 3.4. BCA protein miktar tayini i¢in 6rneklerin cihazda okutulmasi.
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3.2.7. Western Blot Analiz Protokolii

Western blot analizinin gerceklestirilecegi giin -20°C’den ¢ikarilan 6rneklerin
her birinden 20 pl ayn tiiplere alindi ve iizerlerine 5’er pl (10X) 6rnek tamponu
(sample buffer) (%4 SDS, %10 2- merkaptoetanol, %20 gliserol, %0,004 bromfenol
mavisi, 0.125M Tris-HCI pH: 6.8) eklendi. Proteinler Dryblock cihazinda 95°C’de 10
dakika kaynatilarak denatiire edildi. Ornekler yiiriitme tamponu icerisindeki hazir
jellere (Thermo, NUPAGETM %4-12 Bis-Tris Protein Gels, 1.5 mm) yiiklendi ve bir
kuyucuga da 10 pl marker (Benchmark protein ladder) yiiklendi. Ornekler elektroforez

yontemiyle (120V, 1 saat 40 dakika) oda 1sisinda yiiriitildii.
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Sekil 3.5. Western blot yiirlitme cihazina drneklerin yiiklenmesi ve Ponceu boyamasi
ile membrandaki bantlarin goriintiilenmesi.

Proteinlerin membranlara transferi semi-dry (yari-kuru) yontem kullanilarak
yapildi. Yiiriitme tamamlaninca sandvi¢ yontemi ile Nitroseliiloz membrana blotlama
yapilmasi i¢in membran blotlama soliisyonunda islatildi. Blotlama cihazina 4 adet
yuvarlak filtre kagidi koyulup blotlama soliisyonuyla iyice 1slatildi ve sirasiyla
membran ve jel koyuldu. Uzerine tekrar 4 kat 1slatilmus filtre kAgid1 koyuldu. Arasinda
hava kalmamas: i¢in 6zel merdane ile iistiinden gecildi. Cihaz kapagi kapatilarak
blotlama islemi (200 mA, 1 saat 30 dakika) gerceklestirildi. Proteinler Ponceau
cozeltisiyle kontrol amagli (%0,2 Ponceau S, %5 glasiyal asetik asit) boyandi.

Spesifik olmayan baglanmalar1 bloklamak i¢in membran 1 saat bloklama
tamponunda (%5 siit tozu, %0,1 Tween20) birakildi. Aralarda PBS Tween ile 3 kez
5’er dakikalik yikamalar yapildi. Membran primer antikorlar ile (HIF-1a, 1:1000,
Bioss; Wnt-1, 1:500, Santa Cruz; B-catenin, 1:500, Santa Cruz) gece boyu +4°C’de
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inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda tekrar PBS Tween ile yikandi. Sekonder antikor
taze hazirlandi1 (1:2000) ve 1 saat inkiibe edildi. Ardindan PBS Tween ile yikama
yapildi. Goriintiileme igin ECL soliisyonuna (SuperSignal West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate, Thermo) ait A ve B soliisyonlar1 1:1 oraninda karistirilip
hazirlandi ve membranin iizerini kaplayacak sekilde dokiiliip karanlikta 4 dakika
inkiibe edildi. Membran cihazin igerisine yerlestirilip “3 dakika, 2 saniye, 200.000
milisaniye” ayarinda goriintiileme yapildi. Olusan 1s1ma jel goriintiileme sisteminde
(UVP-GelDoc-1t2 310) izlendi. Western Blot analizinde elde edilen bantlarda
yogunluk belirleme ¢aligsmalar1 Image J programi ile yapildi, normalizasyon i¢in -

aktin protein bant goriintiileri kullanildi.

3.2.8. Immiin Isaretleme Yontemi

Hiicrelerde HIF-1a, Wnt-1 ve p-katenin proteinlerinin sitoplazma ve
niikleustaki yerlesim ve ekspresyonlarini gostermek amaciyla immiin isaretleme
yontemi kullanildi. Deney sonunda, 6 kuyucuklu plaklarda yuvarlak lameller tizerine
yapismis hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Hiicreleri fikse etmek icin %4 PFA ile 10
dakika inkiibe edildi. Lamlar iizerine alinip hidrofobik pap-pen ile etrafi ¢izilen
ornekler tekrar PBS ile 2 kez yikandiktan sonra spesifik olmayan baglanmalar
engellemek i¢in bloklama soliisyonu ile 1 saat inkiibe edildi. PBS ile tekrar
yikandiktan sonra taze diliie edilip hazirlanan primer antikor eklenerek gece boyu
+4°C’de inkiibe edildi.

Ertesi giin primer antikor iizerlerinden ¢ekilerek PBS ile yikama yapildi. Daha
sonra Biotinli sekonder antikor ile 1 saat inkiibe edildi. PBS ile yikandiktan sonra

Streptavidin soliisyonu ile 30 dakika inkiibe edildi.

Reaksiyonun goriiniir hale gelebilmesi i¢in AEC soliisyonu taze hazirlanip
tizerlerine eklendi ve mikroskop altinda kontrol edilerek inkiibasyon siiresi ayarlandi.
Yikamanin ardindan ¢ekirdek boyanmasi i¢in Mayer’s Hematoksilen ile 30 saniye
inkiibe edildi ve su bazl kapatici ile kapatildi. Degerlendirmeler 151k mikroskobu ile

yapild.
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3.2.9. Immiinfloresan Boyama Y 6ntemi

Hiuicrelerdeki HIF-1la proteinini  goriintiilemek amaciyla immiinfloresan
boyama yapildi. Hipoksi uygulamasinin ardindan 6 kuyucuklu plaklarda lameller
tizerindeki hiicrelerin medyumlart hizlica ¢ekildi ve PBS ile yikandi. Daha sonra %4
PFA ile oda sicakliginda fikse edildi ve kuyucuklar i¢indeki lameller lam iizerine
alinarak pap-pen ile etrafi ¢izildi. Ardindan iki kez 1x PBS ile yikandi. Ardindan
permeabilizasyon i¢in %0.5 Triton X-100 ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Hiicreler tekrar iki kez 1x PBS ile yikandi. Sonrasinda %5 FBS ile 30 dakika muamele
edildi. Primer antikor (HIF-1a, 1:100, Bioss) PBS ile diliic edilerek taze hazirlandi.
Hiicrelerin iizerindeki FBS ¢ekilerek PBS ile yikandi ve primer antikor eklenerek

+4°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi.

Ertesi gilin primer antikor ¢ekilip PBS ile yikandi ve sekonder antikor (Texas
Red, 1:100) ile 1 saat karanlik ortamda inkiibe edildi. Ardindan sekonder antikor
¢ekilerek PBS ile yikandi ve DAPI igeren kapatma medyumu ile kapatilarak
goriintiileme yapilana kadar karanlik kutuda saklandi. Floresan mikroskop (Olympus)

ve CellSens yazilim programi ile goriintiileme yapildi.

Sekil 3.6. Floresan mikroskop ile drneklerin goriintiilenmesi.

Hiicrelerde TNT olusumlarini géstermek igin yapilan floresan boyamada Flash
Phalloidin Green 488 (Cat no: 424201, Biolegend) kullanilmistir. Phalloidin, bisiklik

bir peptit molekiildiir ve hiicrelerde filamentli F-aktin'in goriintiilenmesi ve stabilize

33



edilmesi igin ¢ok kullanisli bir probdur. Boyama prosediirii igin markanin kendi

protokolii dikkate alinip optimize edilerek ¢alisilmistir.

Oncelikle Flash Phalloidin™ Green 488, 1.5 mL metanol ile sulandirilarak stok
soliisyonu hazirlandi. Daha sonra 1x PBS iginde 1:20-100 diliisyon araliginda
seyreltilerek uygun konsantrasyon hazirlandi. Her uygulamada optimum performans
icin taze hazirlanarak kullanildi. Igerisine yuvarlak lamel yerlestirilmis
kuyucuklardaki hiicreler %4 PFA ile oda sicakliginda fikse edildi ve lam {izerine
almarak pap-pen ile etrafi ¢izildi. Ardindan iki kez 1x PBS ile yikandi. Ardindan
permeabilizasyon i¢in %0.5 Triton X-100 ile 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.
Hiicreler tekrar iki kez 1x PBS ile yikandi. Sonrasinda %35 FBS ile 30 dakika muamele
edildi.

Flash Phalloidin™ Green 488 stok soliisyondan 1x PBS i¢inde 1:100 oraninda
seyrelterek caligsma soliisyonu hazirlandi. Floresan 1stmanin solmamasi i¢in karanlikta
calisildi. Hiicrelerin tlizerindeki FBS cekilerek, hazirlanan Flash Phalloidin™ Green
488 calisma soliisyonu eklendi ve 2 saat oda sicaklifinda karanlik ortamda
inkiibasyona birakildi. Ardindan soliisyon {izerinden cekilerek DAPI’li kapatma
medyumu ile kapatildi. Floresan mikroskop (Olympus) ile goriintiileme yapildi. TNT
olusumlarini degerlendirmek i¢in 10 farkli alanda x200 biiyiitmede sayim ve 6l¢lim
yapildi. Goriintiileme i¢in hiicre yogunlugunun yaklasik %30-40 olmasina dikkat
edildi.

3.2.10. istatistiksel Analiz

Hiicrelerdeki protein ekspresyon diizeyleri, immiin boyama sonrasi elde edilen
mikroskop goriintiilerinde Image J programinda IHC Profiler eklentisi ile analiz edildi.
Skorlama diizeyleri; yiiksek pozitif bolge igin 4, pozitif bdlge icin 3, diisiik pozitif
bolge icin 2 ve negatif bolge icin 1 olarak belirlendi.

Hiicreler ile yapilan Western Blot analizinde elde edilen bantlarda yogunluk
(piksel) belirleme ¢aligmalar1 yine Image J programu ile yapildiktan sonra proteinlerin
ekspresyon diizeyleri ortalama + standart sapma (Mean + SD) olarak gosterildi.

Western blot analizlerinde elde edilen protein bant goriintileri p-aktin bant
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goriintiilerine oranlanip normalizasyon yapilarak veriler istatistiksel olarak analiz
edildi.

Immiin isaretleme ve Western Blot analizleri sonras1 istatistiksel
degerlendirmelerde IBM SPSS Statistics 26.0 programi ve GraphPad Prism programi
kullanilarak karsilastirma testleri (Student t-test ve tek yonli ANOVA) yapildi.
Karsilastirma verileri ortalama + standart sapma seklinde (Mean £ SD) gosterildi.
Istatistiksel olarak anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edildi. Anlamlilik diizeyleri
icin grafiklerde *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001, ns: not significant
(anlaml1 degil) olarak belirtildi. Biitiin analiz sonuglar ti¢ kez tekrar edilen deneyler

sonucunda elde edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Morfolojik Degerlendirme Bulgular:

Hiicrelerin  deneylerden 6nce morfolojik olarak degerlendirmesi

Hematoksilen ve Eozin ile boyama yapildi.

i¢in

HTR8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin (Bkz. Sekil 4.1-3) ve JEG-3

koryokarsinom hiicrelerinin (Bkz. Sekil 4.4-5) morfolojilerinin normal oldugu

gbzlendi.
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Sekil 4.1. HTR8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin morfolojik

degerlendirilmesi. Hematoksilen ve Eozin (Bar: 200 um, X200 biiyiitme).
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100 uym

Sekil 4.2. HTR8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin morfolojik
degerlendirilmesi, Hematoksilen ve Eozin (Bar: 100 um, x400 biiyiitme).

100 uym

Sekil 4.3. HTR8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin morfolojik
degerlendirilmesi, Hematoksilen ve Eozin (Bar: 100 um, X400 biiyiitme).
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200 ym

Sekil 4.4. JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinin morfolojik degerlendirilmesi,
Hematoksilen ve Eozin (Bar: 200 um, X200 biiyiitme).

/

100 ym

Sekil 4.5. JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinin morfolojik degerlendirilmesi.
Hematoksilen ve Eozin (Bar: 100 um, x400 biiyiitme).
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4.2. HIF-1a Protein Ekspresyonunun Western Blot Analizi ile

Degerlendirilmesi

Hipoksi indiiklemesi sonrasinda hiicrelerdeki HIF-1a protein ekspresyon
seviyelerini incelemek amaciyla Western Blot analizi yapildi. HTR-8/SVneo hiicreleri
igin, 24 saat 100 uM, 150 uM ve 4 saat 250 uM konsantrasyonunda CoCl2 uygulanan
orneklerin Western Blot analizlerinden elde edilen bantlar, proteinlerin molekiiler
agirliklarina (kDa) gore incelendi (Bkz. Sekil 4.6.). Normalizasyon igin total proteini

belirten B-aktin protein ekspresyon diizeyi kullanildi.

HTRS8/SVneo

HIF-10 ST Sl S ey —— 110 kDa

paiin D w— G-

250 pM Normoksi 100 pM 150 pM
(4 saat) (24 saat) (24 saat) (24 saat)

Sekil 4.6. HTR-8/SVneo hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanan CoClz
sonrast HIF-1a proteini igin Western Blot analizi bant goriintiileri.

Hiicrelere farkli konsantrasyonlarda CoCl2 uygulamalar1 sonrasi elde edilen
bant goriintiileri Image J programu ile degerlendirildikten sonra veriler istatistiksel
olarak tek yonli ANOVA testi ve Dunnett’in ¢oklu karsilastirma testi ile
degerlendirilip grafik {izerinde gosterildi. Analizlerde p<0.05 istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Western Blot analizi sonuglarina gére, HTR-8/SVneo hiicre hattinda farkl
konsantrasyonlarda CoClz uygulamasi sonrasi HIF-1a protein ekspresyon diizeyleri
karsilastirild1 (Bkz. Sekil 4.7.).
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Dunnett'in coklu karsilastirma testi p degeri

Normoksi (24 saat) vs. 100 pM (24 saat) | ns 0.9297
Normoksi (24 saat) vs. 150 uM (24 saat) | ns 0.9930
Normoksi (24 saat) vs. 250 yM (4 saat) | * 0.0291

Sekil 4.7. HTR-8/SVneo hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanan CoClz
sonrast HIF-1a icin WB analiz sonuglarinin birbiriyle istatistiksel olarak
karsilastirilmasi. (Birim: piksel yogunlugu, HIF-1a / B-aktin orani).

Normoksi ile karsilagtirildiginda 4 saat 250 uM konsantrasyonunda HIF-1a
protein ekspresyon diizeyinin anlamli bir sekilde arttigi belirlendi (Sekil 4.8.)
(*p=0.0291, p<0.05). Bu nedenle, daha sonraki deneylere HTR-8/SVneo hiicreleri
icin 4 saat 250 pM konsantrasyonu ile devam edildi ve “HTR-8/SVneo hipoksi grubu”

olarak tanimlandi.

HTRS8/SVneo
3 *
Il Normoksi (24 saat)
T 100 pM (24 saat)
= 2~ I 150 uM (24 saat)
o
B 250 uM (4 saat)
=
1=
0- T T
<) ) ) Q)
b‘%‘bfb & b‘gb" %‘b‘)‘
R ¢ &
%
o QQ QQ’ QQQ'
< N g v

Sekil 4.8. HTR-8/SVneo hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanan CoClz
sonrast HIF-1a i¢in WB sonuglarini karsilastirma grafigi. (*p=0.0291, p<0.05).
(Birim: piksel yogunlugu, HIF-1a / f-aktin orani).
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250 pM  Normoksi

JEG-3

HIF-lo S Sssse WD SR 110 kDa
=Tl

100 pM

150 pM

(4 saat) (24 saat) (24 saat) (24 saat)

Sekil 4.9. JEG-3 koryokarsinom hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanan

CoCl2 sonrast HIF-1a proteini igin WB analizi bant gorintiileri.

Western Blot analizi sonuglarina gore, JEG-3 hiicre hattinda farkli
konsantrasyonlarda CoClz uygulamasi sonrasi HIF-1a protein ekspresyon diizeyleri
karsilastirildi (Bkz. Sekil 4.9.). HIF-1a protein ekspresyon diizeyleri normoksi ile
karsilagtirildiginda 24 saat 100 pM ve 24 saat 150 uM konsantrasyonunda anlamli bir
sekilde arttigi goriildii (Bkz. Sekil 4.10.) (**p=0.0028, p<0.01; ****p=0.0001,
p<0.0001). Istatistiksel olarak en anlamli artisin 24 saat 150 uM konsantrasyonunda
oldugu gozlemlendi (Bkz. Sekil 4.11.). Bu nedenle, daha sonraki deneylere JEG-3
hiicreleri igin 24 saat 150 pM konsantrasyonu ile devam edildi ve “JEG-3 hipoksi

grubu” olarak tanimlandi.

Dunnett'in ¢oklu karsilagtirma testi

Normoksi (24 saat) vs. 100 uM (24 saat)
Normoksi (24 saat) vs. 150 uM (24 saat)
Normoksi (24 saat) vs. 250 uM (4 saat)

ek kk

ns

p degeri

0.0028
0.0001
0.1745

Sekil 4.10. JEG-3 koryokarsinom hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda
uygulanan CoCl2 sonrast HIF-1a Western Blot analiz sonuglarinin istatistiksel olarak

karsilagtirilmasi. (Birim: piksel yogunlugu, HIF-1a / f-aktin orani).
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JEG-3

1.5+
Il Normoksi (24 saat)
kkkd
100 pM (24 saat)
—? B 150 pM (24 saat)
= 250 pM (4 saat)
o

Sekil 4.11. JEG-3 hiicre hattinda farkli konsantrasyonlarda uygulanan CoClz sonrasi
HIF-1a i¢in WB sonuglarini Karsilagtirma grafigi. (**p=0.0028, p<0.01;
****p=0.0001, p<0.0001). (Birim: piksel yogunlugu, HIF-1a / B-aktin orani).

4.3. Akim Sitometrisi ile Canliik Analizi Bulgular:

Hipoksi olusturmak amaciyla kullanilan CoCl2’{in hiicre canliligina etkisini
incelemek igin akim sitometrisi analizi yapildi. Hem HTR-8/SVneo hem de JEG-3
hiicrelerinde hipoksi ve normoksi gruplari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (p=0.15, p<0.05; p=0.131, p<0.05). Analiz {i¢ tekrarli yapilarak sonuglar
ortalama =+ standart sapma seklinde (Mean + SD) gosterildi (Bkz. Tablo 4.1.) (Bkz.

Sekil 4.12).

Tablo 4.1. Hiicre canlilik analizi sonuglart ve gruplar arasi karsilastirma
sonucu istatistiksel p degerleri.

Ortalama = SD

Craphar | s hlicrennvin %) | PO )
Normoksi | 95.6533 = 3.34451
HTR-8/SVneo |—— p=0.15, p>0.05
Hipoksi 99.1267 + 0.52042
Normoksi | 943467 + 3.78519
JEG-3 — p=0.131, p>0.05
Hipoksi 85.4433 + 7.19312
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Sekil 4.12. Akim sitometrisi ile canlilik analizi sonuglari.
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Hipoksi ve normoksi gruplari arasinda anlamli fark bulunmamasi ile CoCl2’tin
kullanilan konsantrasyonlarinin HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde hiicre

canlihigimi olumsuz yonde etkilemedigi gosterildi (Bkz. Sekil 4.13). Boylece bu
konsantrasyonlar ile sonraki deneylere devam edildi.

Hiicre Canhlik (PI) Analizi
150+
Il Normoksi
S Hipoksi
Z 100- —_—
g T
<]
S
Z  50-
=
<
&)
0 T
o 2o
o@ C,’
3 ¥
&

Sekil 4.13. HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde hiicre canlilik analizi sonuglarinin
gruplar arasi karsilastirilmas.

4.4. Iimmiin Isaretleme ile HIF-1a Ekspresyonunun Degerlendirilmesi

HIF-1a protein ekspresyonunu hiicrede goriintilemek amaciyla HIF-1a
antikoru ile immiin isaretleme yapildi. HTR-8/SVneo hiicrelerinde hem normoksi hem
de hipoksi grubunda HIF-1a i¢in sitoplazmik ve g¢ekirdek boyanmalar1 gozlendi.
Normoksi grubuna kiyasla hipoksi grubundaki HIF-1o proteinin ¢ekirdek ve
sitoplazmik olarak daha yogun boyandig1 gézlendi (Bkz. Sekil 4.14.).
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Normoksi Hipoksi
‘ - HIF-1a

Sekil 4.14. HTR-8/SVneo hiicrelerinde HIF-1a protein ekspresyonunun normoksi ve
hipoksi gruplarinda goriintiilenmesi (Bar: 20 um, x1000 biiyiitme).

JEG-3 hiicrelerinde de hem normoksi hem de hipoksi grubunda HIF-1a igin
sitoplazmik ve g¢ekirdek boyanmalar1 gbzlendi. Normoksi grubuna kiyasla hipoksi

grubunda ¢ekirdek ve sitoplazmik olarak daha yogun HIF-1a protein ekspresyonu
oldugu gozlendi (Bkz. Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. JEG-3 hiicrelerinde HIF-1a protein ekspresyonunun normoksi ve hipoksi
gruplarinda goriintiilenmesi (Bar: 100 um, X400 biiyiitme, Bar: 20 pm, x1000
biiyiitme).

HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerindeki HIF-1o immiin isaretleme sonrasi
yapilan Image J analizinin istatistiksel bulgularina gore; her iki hiicrede de hipoksi
grubundaki HIF-1a ekspresyon diizeyinin normoksiye kiyasla anlamli olarak arttigi
belirlendi (Bkz. Sekil 4.16.) (***p=0.000, p<0.001).
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Sekil 4.16. Hiicrelerde immiin isaretleme ile gosterilen HIF-1a ekspresyon diizeyinin
gruplar arasi karsilastirilmas.

HTR-8/SVneo hiicrelerinde HIF-1o. protein ekspresyonu i¢in ayrica
immiinfloresan boyama yapildi. Hem normoksi hem de hipoksi grubunda sitoplazmik
ve ¢ekirdek boyanmalart gézlenmekle birlikte hipoksi grubunda HIF-1a proteininin
daha yogun boyandig1 belirlendi (Bkz. Sekil 4.17.).

Sekil 4.17. HTR-8/SVneo hiicrelerinde HIF-1o protein ekspresyonunun
immiinfloresan goriintiisii. Cekirdek (DAPI) ve HIF-1a (Texas Red) birlikte
goriintiilendi. (A) Normoksi, (B) Hipoksi. (Bar: 50 pm, X400 biiyiitme).
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4.5. Tiinel Olusturan Nanotiip (TNT) Olusumlarinin Degerlendirilmesi

HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde TNT’leri goriintiillemek amaciyla F-
aktin (Phalloidin) boyamas: yapildi. HTR-8/SVneo hiicrelerinde hem invert
mikroskop goriintiilerinde hem de immiinfloresan boyamalarda TNT olusumlari
gozlenirken (Bkz. Sekil 4.20-26), JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinde yapilan
incelemelerde ¢ok nadir TNT olusumu gozlendi (Bkz. Sekil 4.27-29). Istatistiksel
olarak yeterli sayida olusum gozlenmedigi i¢in sadece HTR-8/SVneo hiicreleri i¢in

istatistiksel analizler gerceklestirildi.

HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT olusumlarimin sayimi (Bkz. Tablo 4.2.) ve
uzunluk Olgiimleri (Bkz. Tablo 4.3.) yapildi. Normoksi ve hipoksi gruplarindaki
sonuglar istatistiksel olarak karsilastirildi. TNT olusumlarinin sayim analizleri
sonucuna gore, HTR-8/SVneo hipoksi grubunda normoksi grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi (Bkz. Sekil 4.18) (p=0.001, p<0.05).

Tablo 4.2. HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT sayimi1 sonuglari.

Gruplar | Ortalama+ SD p degeri
Normoksi 0.80+0.632 okokpy —
TNT sayisi p=0.001,
Hipoksi 2.10+ 0.876 p=<0.05
HTR-8/SVneo
~ 4_
§ ® Normoksi
g 3- e e Hipoksi
«
=
Z 2- s
5 s
: —
c —_—
0 —
Gruplar

Sekil 4.18. HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT sayim sonuglariin gruplar arasi
karsilastirilma grafigi.
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Ayrica HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT olusumlarinin uzunluk &lgtimleri
yapild1 (Bkz. Tablo 4.3). Ol¢iim sonuglarma gére, normoksi grubuna kiyasla hipoksi

grubundaki TNT uzunluklarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu belirlendi

(Bkz. Sekil 4.19) (p=0.033, p<0.05).

Tablo 4.3. HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT uzunluk (mikrometre) 6l¢timii
sonuglart.

Gruplar Ortalama+ SD p degeri
Normoksi 48.0040 £ 20.28944
TNT uzunlugu : *p=0.033, p<0.05
Hipoksi 68.8000 = 20.09772
HTR-8/SVneo
100+
_* e Normoksi
= 80+ e Hipoksi
2P —_ _—
E 60+
> —_—— ——
o 40+
Z —
= 204
0 T
Gruplar

Sekil 4.19. HTR-8/SVneo hiicrelerindeki TNT uzunluk 6l¢iimii sonuglarinin gruplar
arasi karsilagtirilma grafigi.
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Sekil 4.20. HTR-8/SVneo hipoksi grubu (A) ve JEG-3 hipoksi grubu (B)
hiicrelerinde TNT olusumlarinin invert mikroskop goriintiisii. (oK isareti ile
gosterildi) (Bar: 50 um, x400 biiyiitme).
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Sekil 4.21. HTR-8/SVneo normoksi grubunda TNT olusumu. (Bar: 50 um, x400
biiyiitme).

Magnificstion: 1326 x

Sekil 4.22. HTR-8/SVneo hipoksi grubunda TNT olusumlarinin uzunluk 6l¢iimleri.
(Bar: 100 um, X200 biiyiitme).
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Sekil 4.23. HTR-8/SVneo normoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumlarinin
goriintiilenmesi ve uzunluk ol¢timii. (Bar: 50 pm, X400 biiyiitme).

Sekil 4.24. HTR-8/SVneo hipoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumlarinin
goriintiilenmesi ve uzunluk 6l¢imii.Hata! Yer isareti tammlanmams. (Bar: 50 pum,
x400 biiylitme).
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Sekil 4.25. HTR-8/SVneo hipoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumlarinin
goriintiilenmesi ve uzunluk 6l¢timii. (A) Phalloidin, (B) DAPI, (C) DAPI +
Phalloidin (Bar: 50 um, X400 biiyiitme).
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Sekil 4.26. HTR-8/SVneo hipoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumlarinin
goriintiilenmesi ve uzunluk 6l¢iimii. (A) Phalloidin, (B) DAPI, (C) DAPI +
Phalloidin (Bar: 50 um, x400 biiyiitme).
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Sekil 4.27. JEG-3 normoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumu. (A) DAPI (B)
Phalloidin (C) Phalloidin + DAPI (Bar: 100 um, x200 biiyiitme).
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Sekil 4.28. JEG-3 hipoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumu. (A) DAPI (B)
Phalloidin (C) Phalloidin + DAPI (Bar: 100 um, x200 biiyiitme).
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Sekil 4.29. JEG-3 hipoksi grubuna ait hiicrelerde TNT olusumu. (A) DAPI (B)
Phalloidin + DAPI (Bar: 100 um, x200 biiyiitme).

JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinde TNT olusumlarinin ¢ok nadir oldugu
gozlendi (Bkz. Sekil 4.27-29). Bu nedenle sayim ve uzunluk 6l¢iimlerinin istatistiksel

analizi i¢in yeterli bulgu elde edilemedi.
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4.6. Wnt-1 ve g-katenin Protein Ekspresyonlarimin Western Blot Analizi

ile Degerlendirilmesi

HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde normoksi ve hipoksi gruplarindaki -
katenin ve Wnt-1 protein diizeylerini belirlemek amaciyla Western Blot analizi yapildi
(Bkz. Sekil 4.30). Bant goriintiileri Image J programu ile analiz edildikten sonra gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak degerlendirildi (Bkz. Tablo 4.4.). Sonuglar her bir

ornek i¢in protein/B-aktin orani, birim: piksel yogunlugu olarak degerlendirildi.

HTRS8/SVneo JEG-3

N H N H
B-katenin - S 92 kDa
Wnt-1 S S — 43 kDa

Pakin Q- .

Sekil 4.30. HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerindeki B-katenin ve Wnt-1 protein
diizeylerinin WB analizi bant goriintiileri.

B-katenin ve Wnt-1 protein diizeyleri i¢in yapilan Western Blot analiz
sonuclarma gore, HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi grubunda hem B-katenin hem
Whnt-1 diizeylerinin anlamli olarak azaldigi belirlendi (Bkz. Sekil 4.31.) (p=0.0001,
p<0.05). JEG-3 hiicrelerinde ise normoksi grubuyla kiyaslandiginda hipoksi grubunda
hem B-katenin (p=0.05, p<0.05) i¢in hem de Wnt-1 (p=0.0001, p<0.05) i¢in anlamli
bir artis oldugu goriildii (Bkz. Sekil 4.32.).

Tablo 4.4. Hiicrelerde B-katenin ve Wnt-1 protein diizeyleri i¢in yapilan WB
analiz sonuglari. (Ortalama = SD) (Birim: piksel yogunlugu, protein/B-aktin orani).

HTR-8/Svneo JEG-3
Normoksi Hipoksi Normoksi Hipoksi
p-katenin | 0.439267 + 0.0091 | 0.14815 + 0.00465 | 0.66966 + 0.00212 | 0.70806 + 00353
Wnt-1 0.4805437 + 0.010 | 0.13622+0.010 | 0.52335+0.00622 | 0.78892 + 0.01516
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Sekil 4.31. HTR-8/SVneo hiicrelerindeki B-katenin ve Wnt-1 protein diizeylerinin
WB analizi sonrasi gruplar arasi karsilastirilmasi. (***p=0.0001, p<0.05) (Birim:
piksel yogunlugu, protein/p-aktin oranu.
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Sekil 4.32. JEG-3 hiicrelerindeki -katenin ve Wnt-1 protein diizeylerinin WB
analizi sonrasi gruplar arasi karsilastirilmasi. (*p=0.05, p<0.05) (***p=0.0001,
p<0.05) (Birim: piksel yogunlugu, protein/p-aktin orani).
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4.7. Wnt-1 ve p-katenin Protein Ekspresyonlarimin Immiin Isaretleme ile

Degerlendirilmesi

B-katenin ekspresyon diizeylerini belirlemek ve goriintiilemek amaciyla HTR-
8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde B-katenin antikoru ile immiin isaretlemeler yapildi
(Bkz. Sekil 4.33-34).

Normoksi Hipoksi
}/ g - B-katenin ¥

100 pm 100 pm

20um | 20 ym

= i _—

Sekil 4.33. HTR-8/SVneo hiicrelerinde f-katenin ekspresyonunun normoksi ve
hipoksi gruplarinda gériintiilenmesi (Bar: 100 um, X200 biiyiitme; Bar: 20 um, x1000
biiyiitme).
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Normoksi Hipoksi

p-katenin "
¥

Sekil 4.34. JEG-3 hiicrelerinde -katenin ekspresyonunun normoksi ve hipoksi
gruplarinda goriintiilenmesi. (Bar: 200 um, x100 biiyiitme; 100 um, X200 biiyiitme;
20 um, x1000 biiylitme).
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Sekil 4.35. Hiicrelerde B-katenin ekspresyonunun normoksi ve hipoksi gruplari
arasinda karsilastirilmasi.

HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi grubunda [-katenin ekspresyonunun
normoksiye kiyasla azaldigr gozlendi (Bkz. Sekil 4.33). Diger yandan, JEG-3
hiicrelerinde hipoksi grubunda normoksi grubuna kiyasla daha yogun boyanma ve 3-

katenin ekspresyonunda artis gézlendi (Bkz. Sekil 4.34.).

Bulgular Image J programi ile analiz edildikten sonra istatistiksel olarak
degerlendirildi. B-katenin protein ekspresyonu igin HTR-8/SVneo hiicrelerindeki
hipoksi grubunda normoksiye kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir azalma oldugu
(p=0.001, p<0.05), JEG-3 hiicrelerinde ise hipoksi grubunda normoksiye kiyasla
istatistiksel olarak anlamli bir artis oldugu (p=0.018, p<0.05) belirlendi (Bkz. Sekil
4.35.).

Wnt-1 protein ekspresyonu i¢in de hiicrelerde immiin isaretleme yoOntemi
kullanilarak goriintiileme yapildi. Her iki hiicrede de sitoplazmik kiiciik graniiller

seklinde boyanmalar gozlendi (Bkz. Sekil 4.36-37.).
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Sekil 4.36. HTR-8/SVneo hiicrelerinde Wnt-1 ekspresyonunun normoksi ve hipoksi
gruplarinda goriintiilenmesi (Bar: 20 um, x1000 biiyiitme).

Normoksi

Hipoksi

100 ym

Sekil 4.37. JEG-3 hiicrelerinde Wnt-1 ekspresyonunun normoksi ve hipoksi
gruplarinda goriintiilenmesi (Bar: 100 um, X200 biiyiitme; 20 um, X1000 biiyiitme).

Immiin isaretleme bulgular Image J programi ile analiz edildikten sonra

istatistiksel olarak degerlendirildi.

HTR-8/SVneo hiicrelerinde Wnt-1 protein
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ekspresyonu icin hipoksi grubunda normoksi grubuna kiyasla bir azalma oldugu
mikroskobik olarak gozlense de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

olmadig: (p=0.067, p>0.05) belirlendi.

JEG-3 hiicrelerinde de Wnt-1 protein ekspresyonu igin hipoksi grubunda
normoksi grubuna kiyasla bir artis oldugu mikroskobik olarak gozlendi ancak
istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi (p=0.054, p>0.05) tespit edildi (Bkz. Sekil
4.36.).
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Sekil 4.38. Hiicrelerde Wnt-1 ekspresyonunun normoksi ve hipoksi gruplari arasinda
karsilastirilmasi.
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5. TARTISMA

Gebelik siirecinde plasentanin normal gelisimi anne ve fetiis i¢in ¢ok
onemlidir. Plasenta gelisirken farklilasan trofoblast hiicrelerinin bir kismi1 villuslarin
dis kismin1 olusturan villoz sitotrofoblastlar, digerleri ise uterus dokularma ve spiral
arterlere invaze olan EVT’lerdir. EVT fonksiyonlarinin diizenlenmesi plasentanin

gelisimi ve uterustaki fetiisiin biiyiimesi igin gereklidir (24,97).

Preeklampsi gibi plasental hastaliklarda goriilen bozukluklarin daha iyi
anlasilabilmesi igin trofoblast fonksiyonlarina etki eden faktorlerin detayl
arastirilmast gerekmektedir. Anne ve bebek oliimlerine sebep olabilen bu onemli
hastaliklarin tedavisine yonelik ¢alismalar artmakla birlikte hastaliga sebep olan

ve/veya hastalik sonucu olusabilecek bir¢ok mekanizma arastirilmaktadir (98-100).

Preeklampsi, gebeligin 20. haftasindan sonra hipertansiyon ve proteiniiri gibi
belirtiler sonucu teshis edilebilmektedir. Bu patoloji ic¢in etkili bir tedavi yolu
bulunmamaktadir. Genellikle plasentayi alarak tedavi yoluna gidilebilmektedir ancak
erken dogum riski sebebiyle yeni doganin ve annenin saglig: etkilenebilir. Preeklampsi
gibi gebelik doneminde olusabilecek hastaliklarin tedavisinde plasentadaki fizyolojik

degisimlerin aydinlatilmasi ¢ok dnemlidir (45).

Plasental hipoksi preeklampsi patofizyolojisinde o6nemli role sahiptir.
Gelisimin ilk haftalarinda hipoksi ortami normal gelisimin bir pargasi olsa da ilerleyen
haftalarda plasenta gelisimine katki saglayan spiral arterlerin yeniden modellenmesi
sirasinda trofoblastlarin yetersiz invazyonu gibi onemli fonksiyon bozukluklar
uteroplasental perfiizyonun azalmasina yol acar. Bu da plasentada hipoksiye neden
olmaktadir ve plasental hipoksi preeklampsinin en belirgin 6zelligi olarak dikkat
¢ekmektedir (27,57,58,62,101).

Hipoksinin preeklampsideki dneminin yani sira hastaligin gelisimi agisindan

hem sebep hem de sonug olarak rol aldig1 ve trofoblastlarin fonksiyonlarini etkiledigi

distiniilmektedir. Bu nedenle trofoblast hiicrelerinin  hipoksik  ortamdaki
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fonksiyonlarmi arastirmak bu hastalikta rol oynayan mekanizmalari anlamada ve

tedavi gelistirmede 6nemli katkiya sahip olacaktir.

Hastalik mekanizmalarinin arastirilmasi igin hasta dokularina ulasmanin etik
acilardan zorlugu, hasta bazl kisisel farkliliklar vb. nedeniyle in vitro modeller ile
yapilan aragtirmalar dikkat ¢ekmektedir (7,8,102). Yapilan ¢alismalarla preeklampsi
igin de in vitro modeller olusturularak galisilabilecegi gosterilmistir. Farkli trofoblast
hiicre hatlarinda hipoksi olusturularak yapilan bir ¢alismada, insan plasenta dokularina
benzer sekilde sonuglar aldiklarini ve hipoksi modelinin preeklampsinin patojenik
mekanizmasini taklit ederek potansiyel bir arastirma modeli oldugunu rapor
etmislerdir (103,104). Bu nedenle, preeklampsi hakkinda yaptigimiz arastirmamiz in

vitro model iizerine planlanmustir.

Calismamizda in vitro preeklampsi modeli olusturmak amaciyla HTR-
8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicreleri ve JEG-3 koryokarsinom hiicreleri hipoksiye
maruz birakildilar. Hipoksi olusturma yontemlerinden biri olan hipoksik chamber
(odacik) yonteminde hiicrelerin oksijenle temasi kesilerek dogala daha yakin bir
hipoksi ortami saglansa da ortamdaki oksijenin kontrolii ve stabilitesinin ayarlanmasi
daha zordur. Ayrica hiicreler iizerinde yapilacak uygulama ve analizler i¢in hipoksik
odacigm her seferinde agilmasi ve oksijenle temas gergekleseceginden deneyin ¢ok
hizli sonlandirilmasi gerekmektedir. Bir diger hipoksi olusturma yontemi ise kimyasal
hipoksi ajanlaridir. Yapilan ¢alismalarda, kimyasal bir hipoksi indiikleyicisi olan
CoCl2’iin hipoksi olusturmak igin pratik ve kullanisl bir yontem oldugu gosterilmistir

(105).

Literatiir bilgileri 1s18inda, ¢alismamizda hipoksi olusturmak amaciyla CoCl2
kullanilmigtir. Hipoksik siireglerin ¢ogunda bir transkripsiyon faktorii olan HIF-1a
gorev almakta ve hipoksik ortamlarda ekspresyonu artmaktadir (59). HTR-8/SVneo
ekstravilloz trofoblast hiicreleri ve JEG-3 koryokarsinom hiicreleri farkl
konsantrasyon ve siirelerde CoClz ile inkiibe edildikten sonra hipoksiyi dogrulamak
amaciyla yapilan Western blot analizlerinde HIF-lo ekspresyonunda artis oldugu
belirlenmistir. HIF-1a ekspresyonunda anlamli artis gosteren ve hipoksi olusturan
CoCl2 konsantrasyonlar: iki hiicre hattinda farklilik gostermekle birlikte, HTR-
8/SVneo i¢in 4 saat 250 uM, JEG-3 i¢in 24 saat 150 uM’dir. Ayrica immiin isaretleme
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bulgularina gore, hem HTR-8/SVneo hem de JEG-3 hiicrelerinde hipoksi grubunda
HIF-1a ekspresyonunda artis oldugu goriilmiistiir. Boylece, hiicrelerde hipoksinin

varligi ve in vitro preeklampsi modelinin olustugu gosterilmistir.

Hiicreler aras1 iletisimin hem normal fizyolojik siireclerde hem de hastaliklarda
rolii oldugu bilinmektedir. Hiicrelerin ¢esitli mekanizmalar yoluyla birbirleriyle
iletisime gegmesinin, hem pek ¢ok hastaligin olusumu ve metastazinda hem de tedavi

amagli ¢aligilan ilag tasima stratejilerinde rol aldig1 gosterilmistir (79,81).

Hiicreler arasi iletisim mekanizmalarindan son yillarda dikkat ¢eken Tiinel
olusturan nanotiipler (TNT) hakkinda yapilan c¢alismalar artmakla birlikte
hastaliklardaki olasi rollerini aragtirmak da 6nem kazanmaistir. Yapilan bir aragtirmada,
noronlar arasinda olusan TNT’lerin hiicreler arasi a-siniiklein transferini sagladigi ve
boylece Parkinson hastaliginin ilerlemesinde 6nemli bir katkis1 oldugu gosterilmistir
(105). Bagka bir ¢alismada ise antikanser ilact igeren modifiye edilmis makrofaj
hiicrelerinin  TNT’ler araciligiyla ovaryum karsinom hiicrelerini ve metastazi
baskiladigimi rapor etmislerdir (107). TNT’lerin hiicreler arasindaki iletisimde
istlendigi bu etkili roller sebebiyle pek ¢ok hastaliktaki roliinii arastirmak literatiire
katki saglayacaktir. Ayrica TNT’lerin normal fizyolojik olaylarda m1 yoksa daha

ziyade patolojik durumlarda mi ortaya ¢iktiklart da 6nemli bir sorudur.

Preeklampside TNT’lerin olast rollerini arastirmak amaciyla yaptigimiz
calismada, hipoksi ile in vitro preeklampsi modeli olusturulan HTR-8/SVneo
ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde immiinfloresan boyama ile TNT lerin esas bileseni
olan F-aktin molekiilii isaretlenerek goriintiilemeler yapilmistir. Hiicreler arasi olusan
TNT’lerin sayilart ve wuzunluklar1 hipoksi ile normoksi gruplart arasinda
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Hipoksi grubunda hem TNT sayilarinin hem de
TNT uzunluklarinin normoksiye kiyasla arttig1 gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglar,
hipoksi ve oksidatif stres gibi hiicresel stres durumlarinda trofoblast hiicreleri arasinda
TNT olusumlarinin arttigini1 dolayisiyla hiicreler arasi iletisimin ve haberlesme aginin
arttigin1 gostermektedir. Ayrica trofoblast hiicrelerinin bu yeni ve farkli iletisim
mekanizmasit olan TNT’leri etkin olarak kullandigi, hipoksi gibi oksijen
degisikliklerine yamit olarak TNT uzunluklarin1 artirarak daha uzak mesafedeki

hiicrelerle de iletisim kurdugu gosterilmistir.
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Yakin zamanda Desir ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, SKOV3
ovaryum kanser hiicrelerinde kanser mikrogevresini taklit etmek amaciyla hipoksik

ortam olusturulmus ve TNT sayist1 ile uzunlugunda artis oldugu rapor edilmistir (108).

Calismamizdaki bulgular da hipoksinin TNT olusumlarini artirdigim
desteklemekle birlikte HTR-8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerindeki TNT
olusumlari ilk kez bu ¢alisma ile gosterilmistir. Ayrica preeklampside TNT lerin etkili

bir role sahip olabilecegi de ilk kez bu ¢alisma ile ortaya konulmustur.

Diger yandan, literatiirde JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinde TNT
olusumlarina iligkin bir veriye rastlanilmamistir. Caligmamizda JEG-3 hiicreleri i¢in
TNT olusumlar ilk defa arastirilmis olup normoksi grubunda neredeyse hic TNT
olusumu gozlenememis ancak hipoksi grubunda nadir de olsa TNT olusumlarina
rastlanilmis ve goriintiilemesi yapilmistir. Tiimorijenik kanser hiicreleri olup koloni
olusturarak ¢ogalan bu hiicrelerde hiicreler arasi iletisim mekanizmasi olarak

TNT’lerin ¢ok tercih edilmedigi diisiiniilmektedir.

Elde edilen bu bulgular, TNT’lerin farkli hiicrelerde, farkli patolojilerde ve
farklr siireclerde ortaya ¢iktigini gostermesi agisindan c¢ok ilgingtir. Ayrica, kanser
hiicrelerinin daha ziyade yakin kontakt yoluyla iletisime gectigini, EVT lerin ise
iletisim i¢in TNTleri etkin kullandigim1 gostermektedir. Bu agidan, iki farkli hiicre
grubunun hipoksi gibi bir hiicresel stres kosulu altindayken ayni tepkiyi géstermedigi

belirlenmistir.

Calismamizda kullanilan olanaklarin yani sira, TNT’ler i¢in daha yiiksek
¢Oziintirliiklii goriintiileme ve degerlendirme yapilmasi i¢in elektron mikroskopi veya
gercek zamanh goriintiileme teknolojilerinin kullanilmasi sonraki ¢aligmalar i¢in daha

degerli veriler saglayabilir.

Hiicrelerin proliferasyon, migrasyon ve invazyon gibi ¢esitli fonksiyonlarinin
diizenlenmesinde hiicreler arasi iletisimin ve TNT olusumlarinin yani sira Wnt/[3-
katenin sinyal mekanizmasinin da 6nemli roller aldigi bilinmektedir. Hem normal
embriyonik gelisimde hem de yetiskinlerde ¢esitli hiicre ve doku homeostazi
stireglerinde etkili olan Wnt/B-katenin sinyal yolagi karmasik bir sinyal yolagi
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mekanizmasidir. Bagta kanser olmak iizere ¢esitli hastaliklardaki rolleri iizerine ¢ok
sayida ¢alisma mevcuttur (75). Wnt/B-katenin sinyal yolagimin trofoblast
fonksiyonlarindaki ve preeklampsideki aktivitesi ve olasi rollerine iliskin ¢aligmalar

da son yillarda dikkat cekmektedir.

Zhang ve arkadaglari, preeklamptik ve saglikli plasentalarda -katenin ve onun
antagonisti olarak ¢alisan Dickkopf-1’in diizeylerini arastirdiklar1 ¢alismalarinda, bu
proteinlerin 6zellikle sinsityotrofoblast ve EVT’lerde ekspresyon gdosterdigini
bildirmislerdir. Ayrica preeklamptik plasentalarda B-katenin’in mRNA ve protein
diizeylerinin daha az, Dickkopf-1’in ise daha fazla oldugunu rapor etmislerdir.
Dolayisiyla, azalmig/baskilanmig B-katenin ekspresyonu ile yiiksek diizeyde eksprese
olan Dickkopf-1’in preeklampsi patogeneziyle iliskili oldugu gosterilmistir (109).

Zhuang ve arkadaslar1 ile Wu ve arkadaslarinin yaptiklar1 benzer calismalarda,
kanser hiicrelerinin migrasyon ve invazyonunda timor diizenleyici olarak gorev alan
SATBL1 proteini ve Wnt sinyal yolaginin en 6nemli elemanlarindan olan p-katenin
proteininin trofoblast invazyonu ve preeklampsi patogenezindeki rolii arastirilmustir.
Preeklampsili hastalarin plasenta dokularinda saglikli plasentalara kiyasla B-katenin
ve SATBL’in ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu goriilmistiir. Ayrica
preeklampside meydana gelen hipoksi ve oksidatif stresi taklit etmek amaciyla HTR-
8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde hipoksi/reoksijenizasyon uygulamasi
yaptiklar1 ¢aligmada, B-katenin ve SATBI1 protein diizeylerinde kontrole kiyasla
azalma oldugunu rapor etmislerdir. Elde ettikleri bu veriler, insan plasentasindaki
SATBI1 ekspresyonunun oksidatif stresten etkilendigini ve -katenin sinyali yoluyla

trofoblastlarin migrasyon ve invazyonunu diizenleyebilecegini gostermistir (110-113).

Chen ve arkadaglari, Wnt5a’nin trofoblast invazyonundaki olasi roliini
arastirmis ve preeklampsili hastalarin plasentalarinda Wnt5a’nin protein diizeyinin
daha fazla oldugunu, ayrica rekombinant Wnt5a ile indiiklenmis HTR-8/SVneo
ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde migrasyon ve invazyonun baskilandigin
gostermislerdir. WntS5a’nin ayrica -katenin protein diizeyini de baskiladigini rapor
etmiglerdir. Bu veriler, diisik diizeydeki Wnt5a’nin erken plasentasyonu
kolaylastirdigin1 ancak yiiksek Wnt5a aktivasyonunun yetersiz trofoblast invazyonu

ile iligkili PE'nin patogenezine katkida bulundugunu géstermistir (114).
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Zhuang ve arkadaslarinin baska bir ¢alismasinda, tiimor invazyonunda gorevli
ve tomiir baskilayici bir protein olan C/EBP’in trofoblast invazyonu ve preeklampsi
ile iliskisi arastirilmistir. Preeklamptik plasenta dokularinda C/EBPP diizeyinin
saglikliya kiyasla daha fazla oldugu, B-katenin diizeyinin ise daha az oldugu
gosterilmistir. Ayn1 ¢alismada hipoksi/reoksijenizasyon uygulamasi yaptiklart HTR-
8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde C/EBPf diizeyinin kontrole kiyasla daha
fazla oldugu, C/EBPP knockdown (susturulmasi) ¢alismasi sonrasi ise [B-katenin
diizeyinin artt1g1 gosterilmistir. Dolayisiyla bu sonuglar ile C/EBPB'nin oksidatif strese
baglh yiiksek diizeydeki ekspresyonunun, Wnt/B-katenin sinyal yolunu diizenledigi ve
trofoblast hiicrelerinin invazyonunu etkileyerek preeklampsinin patogenezine katkisi

oldugu ortaya konulmustur (115).

Preeklampsili hastalardan aliman plasenta dokular1 ile yapilan diger
calismalarda; Wnt-1, Wnt-2 ve 3-katenin ekspresyonunun saglikli plasentaya kiyasla
preeklamptik plasenta dokusunda azaldigi rapor edilmistir (6, 116). Yapilan
calismalar, trofoblastlarin invazyon ve migrasyon gibi fonksiyonlarinda Wnt/B-

katenin sinyal yolaginin diizenleyici rolii olabilecegini belirtmistir (117).

Literatiire bakildiginda, genellikle preeklamptik plasenta dokularinda
calisilmis oldugu, trofoblast hiicrelerinin dahil edildigi in vitro ¢alismalarin oldukca
az sayida oldugu, bu in vitro ¢alismalarda da hipoksi/reoksijenizasyon uygulamasi
yapilarak yetersiz oksijen ortaminin taklit edilmeye ¢alisildig1 goriilmiistiir. Bu bilgiler
1s1ginda, ¢aligmamizda reoksijenizasyon uygulamasi yapilmadan, direkt hipoksiye
kars1 spesifik yanitlar1 arastirmak amaciyla trofoblast hiicrelerinde kimyasal hipoksi
olusturulmustur. Ayrica c¢alismamizda HTR-8/SVneo ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinin yan1 sira karsilastirma yapilabilmesi amaciyla tiimorijenik kanser tipi
hiicreler olan JEG-3 koryokarsinom trofoblast hiicreleri de arastirilmistir. Dolayistyla
calismamiz, farkli tipte trofoblast hiicreleri dahil edilerek in vitro preeklampsi modeli
olusturulan ve Wnt/B-katenin sinyal yolaginin preeklampsideki olasi roliinii arastiran

¢ok az sayida ¢aligmadan biri olmasiyla dikkat ¢ekmektedir.

Calismamizda Wnt/B-katenin sinyal yolagimin preeklampsideki olas1 rollerini
arastirmak amaciyla hipoksi ile in vitro preeklampsi modeli olusturulan HTR-8/SVneo

ekstravilloz trofoblast ve JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinde Wnt-1 ve B-katenin
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ekspresyonlar1 Western blot ve immiin isaretleme yontemleri kullanilarak
aragtirllmistir. Elde edilen bulgulara goére, hem Wnt-1 hem de B-katenin protein
ekspresyon diizeyleri HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi grubunda normoksi grubuna
kiyasla azalmistir. JEG-3 hiicrelerinde ise tam aksine hipoksi grubunda Wnt-1 ve [3-

katenin protein ekspresyonu artmustir.

In vitro preeklampsi modeli olusturularak Wnt-1 ve B-katenin proteinlerinin
birlikte arastirildigi ¢alismamiz ile elde edilen sonuglar, Wnt/B-katenin sinyal yolagi
aktivitesinin preeklampside baskilandigini gostermektedir. Wnt-1 ve -katenin protein
diizeylerinin baskilanmasi ve azalmasi, plasentasyon sirasindaki trofoblast invazyonu
ve migrasyonunun yetersiz kalmasina preeklampsinin ortaya c¢ikmasma katki
saglamaktadir. Wnt-1 ve B-katenin protein diizeylerinin ¢ok yiiksek olmasi ise
anormal invazyon ve timdrigenezi indiikleyerek kanser olusumuna ve koryokarsinom
gibi ciddi gestasyonel hastaliklara yol agabilmektedir. Calismamizda in vitro
preeklampsi modeli ile elde edilen bu sonuglar, insan plasenta dokulari ile yapilan
caligmalardaki sonuglar1 desteklemektedir. Ayrica JEG-3 koryokarsinom hiicrelerinde
hipoksik ortam olusturularak elde edilen sonuglar, tiimor invazyonu ve kanser ile ilgili
mekanizmalar i¢in de bu yolagin dnemini kanitlamaktadir. Calismamiz neticesinde,
Wnt/B-katenin sinyal mekanizmasiin preeklampsi ic¢in terapotik bir hedef olarak
kullanilabilecegi gosterilmistir. Ayrica hem TNT olusumlarinin hem de Wnt/B-katenin
sinyal mekanizmasinin, hiicrelerin proliferasyon, invazyon ve migrasyon
stireglerindeki etkili rolleri sebebiyle birbiriyle baglantili mekanizmalar oldugu da
diisiiniilmektedir. Bu alanda daha detayli arastirmalar yapilmalidir. Yaptigimiz bu

calisma ile elde edilen sonuglar literatiire Gnemli bir katki saglayacaktir.

Calismamizin sonraki asamalarinda; invazyon ve migrasyon analizleri
eklenerek Wnt/B-katenin sinyal yolag: icin fonksiyonel arastirmalarin yapilmast,
Ozellikle trofoblast hiicreleri arasinda olusan TNT olusumlarinin molekiiler bilesenleri,
kargo icerikleri ve 6zellikle hangi molekiillerin taginmasina aracilik ettiklerinin detayl
olarak arastirilmasi, diger hiicreler arasinda olusan TNT olusumlarinin 6zellikleriyle

karsilastirilarak degerlendirilmesi planlanmaktadir.
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6.SONUC VE ONERILER

Bu calisma kapsaminda asagidaki sonuclar elde edilmistir:

1) Farkli konsantrasyonlarda CoCl2 uygulanan hiicrelerde HIF-la protein
ekspresyonlar1 karsilagtirildi. HTR-8/SVneo hiicreleri i¢in 4 saat 250 puM
konsantrasyonunda, JEG-3 hiicreleri igin 24 saat 150 uM konsantrasyonunda normoksi

ile kiyaslandiginda anlamli artis oldugu gosterildi.

2) HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde hipoksi indiikklemesi ile in vitro

preeklampsi modeli olusturuldu.

3) HTR-8/SVneo ve JEG-3 hiicrelerinde hipoksi olustugu gosterilen CoClz
konsantrasyonlarinin ve inkiibasyon siirelerinin (HTR-8/SVneo hiicreleri i¢in 4 saat
250 uM, JEG-3 hiicreleri igin 24 saat 150 pM) hiicre canliligini olumsuz yonde
etkilemedigi gosterildi.

4) HTR-8/SVneo ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde TNT olusumlari ilk defa

arastirilmis olup TNT sayist ve uzunluklari hipoksi grubunda anlamli olarak artti.

5) JEG-3 hiicreleri igin TNT olusumlar ilk defa arastirilmis olup normoksi
grubunda neredeyse hi¢ TNT olusumu gozlenemedi ancak hipoksi grubunda nadir de

olsa TNT olusumlarina rastlanildi ve goriintiilemesi yapildi.

6) Wnt/p-katenin sinyal yolaginin roliinii arastirmak i¢in hiicrelerdeki Wnt-1
protein ekspresyon diizeyi arastirildi ve HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi grubunda
normoksi grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi gosterildi. JEG-3 hiicrelerindeki
Whnt-1 protein ekspresyonu ise normoksi grubuna kiyasla hipoksi grubunda anlaml

olarak artti.

7) Whnt/B-katenin sinyal yolagmin roliinii arastirmak igin hiicrelerdeki -
katenin protein ekspresyon diizeyi incelendi ve HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi

grubunda normoksi grubuna kiyasla anlamli olarak azaldigi belirlendi. JEG-3
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hiicrelerindeki B-katenin protein ekspresyonunun ise normoksi grubuna kiyasla

hipoksi grubunda anlamli olarak arttig1 gosterildi.

8) Hiicrelerdeki P-katenin’in c¢ekirdek ve sitoplazmadaki ekspresyonlar
immiin isaretleme ile gosterildi. B-katenin’in HTR-8/SVneo hiicrelerinde hipoksi
grubunda normoksiye kiyasla anlamli1 olarak azaldigi, JEG-3 hiicrelerinde ise hipoksi

grubunda anlamli olarak arttig1 belirlendi.

9) Bu ¢alisma ile, trofoblast hiicrelerindeki TNT olusumlar1 ilk defa gosterildi

ve preeklampside TNT nin olas1 rolleri ilk kez aragtirildu.

10) Wnt/B-katenin sinyal yolaginin preeklampsideki rolii gosterildi ve bu

konuda ¢ok az sayida arastirma olmasi sebebiyle literatiire onemli bir kaynak saglandi.

11) In vitro preeklampsi modeli olusturularak Wnt-1 ve pB-katenin
proteinlerinin birlikte arastirildigi ¢alismamiz ile elde edilen sonuglar, Wnt/B-katenin

sinyal yolag: aktivitesinin preeklampside baskilandigin1 gosterdi.

12) Hem TNT olusumlar1 hem de Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivitesi,
normal trofoblast hiicrelerinin yani sira koryokarsinom kanser hiicrelerinde de

arastirilarak karsilastirmali olarak degerlendirildi.

13) Bu galisma, preeklampsi basta olmak iizere gebelik sirasinda degisen
oksijen ortamlarina (plasental hipoksi vb.) yanitlarin; hiicresel, molekiiler ve

fonksiyonel degisiklikler agisindan aydinlatilmasina yardimci olacaktir.

14) Calismamiz hem preeklampsi hastaligit hem de benzer patolojilerin
mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in yeni terapotik yaklasimlara yol gostererek

literatiire kaynak olusturacaktir.

Calisma sonrasi oneriler asagida siralanmistir:

1) Calismamizda trofoblast hiicre hatlari olan HTR-8/SVneo ve JEG-3

kullanilmigtir. Farkli trofoblast hiicreleri kullanilarak ¢aligma genisletilebilir.
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2) Hipoksi olusturmak igin farkli kimyasal hipoksi ajanlar1 ya da farkli

yontemler Kullanilabilir.

3) TNT’leri incelemek ve degerlendirmek amaciyla daha yiiksek teknolojili
goriintiileme yontemleri kullanilabilir ve farkli belirtegler ile isaretleme yapilarak

goriintiilenebilir.

4) Wnt/B-katenin sinyal yolagimnin preeklampsideki rolii; invazyon ve
migrasyon deneyleri eklenerek, yolakta yer alan daha fazla protein hedeflenerek ve

qPCR gibi farkl kantitatif yontemler kullanilarak daha detayl arastirilabilir.
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