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OZET

Amag: Sirkadiyen ritim; giinliik biyolojik ritimdir ve 7 temel gen tarafindan diizenlenir:
Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2. Plasenta, anne ile fetiis arasinda iletigimi
saglar ve matiir plasenta sirkadiyen saat genlerini ritmik olarak ekspre eder. Gebelikte
sirkadiyen ritim bozuldugunda, fetiislerde uterus i¢i biiylime geriligi (UIBG) gozlenir.
Plasenta gelisim siirecinde sirkadiyen saat genlerinin ekspresyonunun ne zaman
basladig1 ve sirkadiyen ritim bozuldugunda, ekspresyonlarmin degisip degismedigi
bilinmemektedir. Calismanin amaci; normal aydmnlik/karanlik dongiisiindeki ve
aydmlik/karanlik  dongiisiiniin  bozuldugu gebe farelerin plasentalarinda, UIBG
olusumunu, plasenta kompartmanlariin histomorfolojisini, sirkadiyen saat genlerinin

ritmik ekspresyonu olup olmadigini degerlendirmektedir.

Yontem: Gebelikte; kontrol ve sirkadiyen ritmi bozulan gruplar olusturulmustur.
Sirkadiyen ritmin bozuldugu lokomotor aktivite testleriyle gosterilmistir. Zeitgeber (ZT)
zaman verici/senkronizor anlamina gelir ve 24 saati ifade eder: ZT0-ZT12 aras1 aydinlik,
ZT12-7T24 aras1 karanliktir. Gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde kontrol ve sirkadiyen
ritmi bozulan annelerden ZT zaman dilimlerine gore elde edilen plasenta dokularinda;
hematoksilen-eozin boyamasi yapilmistir. Ayni giinlerde saat genlerinin, mRNA

ekspresyonlar1 gergek zamanli qRT-PZR teknigi ile belirlenmistir.

Bulgular: Tim gebelik giinlerinde ritim bozuklugu olusturulan grupta kontrol grubuna
gore plasentalarmn kiigiik oldugu, histomorfolojik defektler oldugu ve fetiislerde UIBG
Olustugu gozlenmistir. Fare plasentasinda Sirkadiyen genlerin ritmik ekspresyonlarinin
gelisimin 12, gilinlinden itibaren basladigt ve aydinlik/karanlik dongiisiiniin

degistirilmesiyle de 12. giinden itibaren bozulmaya bagladigi bulunmustur.

Sonug¢ Plasental gelisim siirecinde 151k dongiisiiniin bozulmasiyla ortaya ¢ikan plasenta
defektlerinin ve fetiislerde olusan UIBG’nin sirkadiyen genlerinin  ritmik

ekspresyonunun bozulmastyla ortaya ¢iktigini diisiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: fare plasentasi, sirkadiyen ritim bozuklugu, sirkadiyen saat genleri,

uterus i¢i biiytime geriligi



ABSTRACT

Objective: Circadian rhythm is the daily biological rhythm and regulated by 7 genes:
Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl and Cry2.The placenta provides the
communication between the mother and the fetus and rhythmically expresses the mature
placental circadian clock genes. When these genes are disturbed during pregnancy,
intrauterine growth retardation (IUGR) occurs. There is no information in literature
about when the expression of the circadian clock genes starts in the placenta and
whether the expression of these genes changes, when the rhythm is disrupted, in the
placenta during pregnancy. The purpose of this study is to evaluate the IJUGR formation,
histomorphology of placental compartments and the rhythmic expression of circadian
clock genes in pregnant mice groups, where their light cycle is normal and disturbed
experimentally.

Method: During pregnancy normal and disturbed light cycle groups were planned.
Evidence of disturbance of the circadian rhythm was showed by locomotor activity tests.
Zeitgeber (ZT) means time provider or synchronizer and defines a 24 hour period. H-E
staining was performed and mRNA expressions were determined by gRT-PCR at 12th,

14th and 16th days of pregnancy in the placentae of both groups.

Results: When placenta of control group and group created by disrupting the circadian
rhythm were compared, placentae of group created by disruption circadian rhythm was
small, they showed histo-morphological defects and IUGR was present on fetuses, in all
pregnancy days. It is found that the mouse placenta initiate the rhythmicity of circadian
gene expressions from 12th day of embriyonic development, and changing the light/dark

patterns disrupts the rhythmicity starting from the 12th day of pregnancy.

Conclusion: We think that during placental development, the placental defects and the
fetal IUGR occurrence might be caused by the disruption of the rhythmic expressions of

the circadian genes.

Key words: mouse placenta, circadian rhythm disruption, circadian clock genes,

intrauterine growth retardation
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1. GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac¢

Sirkadiyen ritim, 24 saatlik periyotta viicutta ritmik olarak meydana gelen giinliik
biyolojik ritimdir. Sirkadiyen siire¢; suprakiyazmatik niikleus (SKN) tarafindan
diizenlenmektedir. Goze ulasan 151k optik sinir olarak da adlandirilan retino-hipotalamik
yol ile SKN’a bir bilgi olarak gelir ve SKN’da degerlendirilerek bir osilasyon siireci
baglatir. Suprakiyazmatik niikleusun baglattig1 bu merkezi osilasyon hem beynin bir¢ok
merkezinin hem de periferal organlarin 151kla diizenlenen ritmik sirkadiyen siirecten
haberdar olmasini saglar. Zeitgeber (ZT) zaman verici/senkronizér anlamina gelmektedir
ve 1 giinii ifade eder. Dolayisiyla; ZT0-ZT12 aras1 aydinligi, ZT12-ZT24 arasi da
karanlig1 ifade etmektedir. Memelilerde sirkadiyen ritmi diizenleyen biyolojik saat 7 gen
icermektedir: Sirkadiyen lokomotor ¢ikti dongiileri bozuk (Clock), Aril hidrokarbon
reseptor niikleer translokator-benzeri protein 1 (ARNTL) veya Beyin ve Kas ARNT-
benzeri 1 (Bmall), Periyod (Perl, Per2, Per3) ve Kriptokrom (Cryl, Cry2). Clock ve
Bmall, Per ve Cry birbirleriyle heterodimer olusturarak hiicre ¢ekirdegine gittiklerinde
kendilerinin ve hedef genlerinin ekspresyonlarini diizenlerler. Clock geninin paralogu
olan Noronal PAS domain protein 2 (Npas2) ise, Clock eksikliginde gérevini kompanse
edebilmektedir. Sirkadiyen saat genlerinin birgok memeli tiirlinde {ireme sisteminin

fonksiyonlarinin diizenlenmesi ile iligkili oldugu bilinmektedir.

Giincel epidemiyolojik c¢alismalar, vardiyali c¢alisan kadinlarda, menstrual siklus
diizensizlikleri goriildiigii ve bu kadinlarin gebelikleri sirasinda vardiyali ¢aligmaya
devam etmelerinin, fetiislerinde uterus ici biiyiime geriligi (UIBG) gibi problemlerle
iliskili olabilecegi bildirilmistir. Bu nedenle, lireme sistemi ve sirkadiyen ritim
bozuklugu arasindaki iliski gliniimiizde 6nemli bir aragtirma konusudur. Plasenta gebelik
boyunca; metabolik gaz degisimi, fetal atiklarin uzaklastirilmasi, gebelik siiresince
maternal fizyolojiyi degistiren hormonlarin salgilanmasi ve maternal immiin sisteme
kars1 bariyer gorevi gibi islevler gerceklestiren 6nemli bir organdir. Farelerde gebelik
stiresi yaklastk 19-20 giindiir. Gebeligin 5-6. giinlerinde plasenta olusumu
baglamaktadir. Embriyonik 9. giinden itibaren ilk plasental sirkiilasyon baslar ve 9.-15.
giinler arasinda plasenta gelisimi devam eder. 16. giinde ise plasenta olgun halini

1



almaktadir. Farelerde olgun plasenta yapisti 3 kisimdan olusur; labrint zon,
spongiyotrofoblast (baglant1) zonu ve desidua. Labrint zon fare plasentasinin fetal
kismidir. Labrint zon, trofoblast dev hiicreler ve sinsisyal trofoblast hiicrelerine
farklilasan kok hiicrelerden olusur. Spongiyotrofoblast zonu 3 farkli hiicre tipinden
olusur; spongiyotrofoblast hiicreleri, glikojenik hiicreler ve dev trofoblast hiicreleri.
Baglanti zonunun ana hiicre bileseni spongiyotrofoblastlardir. Fare plasentalarinda
spongiyotrofoblast hiicreleri dev trofoblast hiicrelerinin hemen altinda yerlesiktir. Dev
trofoblast hiicreleri fare plasentasinin 6nemli endokrin hiicreleridir ve prolaktin ailesine
ait hormon ve sitokinleri salgilarlar. Desiduadaki hiicreler ise gebelik igin ¢esitli
hormonlari, sitokinleri ve biiyiime faktorlerini Uretir. Literatiirde smirli sayidaki
caligmada, insan ve farelerin matiir plasentalarinda sirkadiyen saat genlerinin ritmik
olarak eksprese edildigi gosterilmistir. Kemirgenlerde gebelik siirecinde annenin ritmi
aydmlik/karanlik dongiisii degistirilerek bozuldugunda, bu annelerin fetuslarinda UIBG

oldugu da literatiirde bildirilmistir.

Plasentanin, sirkadiyen ritmi diizenleyen saat genlerini normal gelisiminin hangi
asamasinda ritmik olarak eksprese etmeye basladigi ve aydinlik/karanlik dongiisii
degistirilerek sirkadiyen ritim bozuldugunda ise plasenta gelisim asamalarinda bu
genlerin ekspresyonlarinin degisip degismedigi bilinmemektedir. Tiim bunlardan yola
cikarak bu c¢alismanin hipotezi; “’fare plasenta gelisim siirecinde sirkadiyen saat
genlerinin ritmik ekspresyonu erken dénemde baslar ve gebelikte annenin sirkadiyen
ritminin bozulmasi1 farkli gelisim asamalarindaki plasenta ve fetiisu etkiler’’ seklinde
kurulmustur. Bu hipotezi test etmek i¢in; (i) farelerde normal plasenta gelisim siirecinde
(12. giin, 14. giin ve 16. giin) Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2 ve Npas2
genlerinin ekspresyonlarinin ritmik olup olmadiginin degerlendirilmesi ve (ii)
aydinlik/karanlik dongiisii  degistirilerek sirkadiyen ritmi bozulan annelere ait
plasentalarin farkli gelisim dénemlerinde (12. giin, 14. giin ve 16. giin) Bmall, Clock,
Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2 ve Npas2 genlerinin ekspresyonlarinin gergek zamanli-

kantitatif PZR ile degerlendirilmesi amaglanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Sirkadiyen Ritim

Sirkadiyen ritim; 24 saatlik periyotta viicutta ritmik olarak meydana gelen tiim
fizyolojik, kimyasal ve molekiiler olaylar1 kapsayan giinliik biyolojik ritimdir (Buttgereit
ve ark., 2015). Sirkadiyen terimi, circa (yaklasik) ve dies (giin) anlamina gelen iki
Latince kelimenin birlesmesinden meydana gelmis olup, yaklasik 1 giinii ifade etmek
icin kullanilir (Deutch, 1969). Bu igsel (intrensek) biyolojik saat, memelilerde
hipotalamusta yer alan suprakiyazmatik niikleusa (SKN) yerlesmis olan 6zel bir noron
toplulugu tarafindan yonetilmektedir. G6ze gelen 11k (fotik bilgi) optik sinir olarak da
adlandirilan retino-hipotalamik yol boyunca uzanan aksonlar araciligi ile SKN’a bir bilgi
olarak gelir (Klein ve Moore, 1979). Bu fotik bilgi ilk olarak SKN’de degerlendirilerek
bir osilasyon siireci baslatir. Suprakiyazmatik niikleusun baslattig1 bu merkezi osilasyon
hem beynin bircok merkezinin hem de periferal organlarin sirkadiyen siirecten haberdar
olmasmi saglar. Santral sinir sisteminde noronal ve kimyasal yollarla bu iletisim
saglanirken, periferal dokularda otonom sinir sistemi ve hormonal yollarla iletisim
saglanmaktadir (Buttgereit ve ark., 2015). Sirkadiyen siiregte SKN’un kontroliinde
ritmik olarak salindigi bilinen en Onemli hormon melatonindir. Isigin inhibisyonu
(karanlik) ile SKN siiperior servikal ganglionu uyararak pineal bezden melatonin
tretimini baglatir (Klein ve Moore, 1979). Melatonin gece 02:00’de en tist seviyeye
ulasir ve bu durum hem diiirnal (giindiiz aktif olan) hem de fare gibi noktiirnal (gece
aktif olan) canlilarda gece meydana gelmektedir (Casper ve Gladanac, 2014). Sirkadiyen
diizenlenme siirecinde molekiiler diizeyde; transkripsiyonel ve translasyonel olarak da
hiicresel bir osilasyon s6z konusudur (Rosenwasser ve Turek, 2015). Hem SKN hem de
periferal osilatorler, 24 saatteki farkli zaman dilimlerinde sirkadiyen ritimler sergilerler;
bu nedenle aktivitelerini 24 saate kadar siirdirmek icin ¢evresel uyaranlardan
(zeitgebers; zaman verici veya senkronize edici) diizenli periyodik girdilere ihtiyag
duyarlar. Bu girisler arasinda, 24 saat aydinlik-karanlik dongiisic SKN i¢in ana
zeitgeberdir (Roenneberg ve Merrow, 2016). Zeitgeber; Almanca bir kelime olup
senkronizor/ zaman verici anlamina gelmektedir ve 24 saatlik 1 giinii ifade eder. Kisaca

ZT olarak gosterilir. Bir giindeki; ZT0-ZT12 arast aydinhgi, ZT12-ZT24 arast ise



karanlig1 ifade etmektedir. Bu ZT zaman dilimleri tiirlerde farklilik gostermektedir.
Insan gibi diiirnal canlilarda ZT0-ZT12 aras1 aktif olan zaman iken fare gibi noktiirnal

turlerde dinlenme/ rest zamanini ifade etmektedir.

2.2. Memelilerde Sirkadiyen Saatin Molekiiler Yapisi

Memelilerde biyolojik saat molekiiler seviyede 7 gen/protein i¢cermektedir: Sirkadiyen
lokomotor ¢ikt1 dongiileri bozuk (Clock), Aril hidrokarbon reseptor niikleer translokator-
benzeri protein 1 (ARNTL) veya Beyin ve Kas ARNT-benzeri 1 (BMAL1) Bmall,
Periyodl, Periyod2, Periyod3 (Perl, Per2, Per3), Kriptokroml, Kriptokrom2 (Cryl,
Cry2). (Sekil 2.1). Bu molekiiller hiicresel saatte otoregiilator transkripsiyon-translasyon
geri bildirim dongii mekanizmasma sahiptir ve pozitif-negatif yonde birbirlerinin
transkripsiyonuna etki ederek transkripsiyonel bir dongii baslatirlar. Bmall ve Clock,
sitoplazmada heterodimer olusturarak niikleusa go¢ ederler ve Per ve Cry genlerinin
transkripsiyonunu saglarlar. Per ve Cry proteinleri kompleks halinde hiicre
sitoplazmasinda gece boyunca birikir, giin i¢inde ise hiicrede degrade olur ve boylece 24
saatlik gece/giindiiz dongiisiinde, sirkadiyen ritimle, es zamanl sekilde ritmik dalgalanir.
Gece boyunca sitoplazmada biriken Per ve Cry, kazein kinaz 1 ¢/6 (CK1 &/3) ile
kompleks olusturarak niikleusa gidip kendi transkripsiyonel aktivasyonlarini da
baskilamis olurlar. Per ve Cry’in giin i¢inde degrade olmalar1 ise bu baskilanmay1
ortadan kaldirir ve tekrar kendilerinin transkripsiyonel aktivasyon fazina gegmelerine
neden olur (Aguilar-Arnal ve Sassone-Corsi, 2015; Buttgereit ve ark., 2015). Clock-
Bmall heterodimeri ayni zamanda retinoik asit iligkili orphan reseptér (ROR) o/p/y ile
REV-ERB o/f genlerinin transkripsiyonunu indiikler. Retinoik asit iligkili orphan
reseptor a/f/y, Bmall ve saat kontrollii genlerin transkripsiyonunu saglarken, REV-ERB
a/f ise bu genlerin transkripyonunu inhibe etmektedir. REV-ERB-a/ff ve ROR-o/B/y,
Bmall promotorii icindeki ROR Yanit Element’lerine (RRE) baglanmak igin rekabet
eder ve sirasiyla transkripsiyonu inhibe ettirir veya siirdiiriirler. Bu dongiilerinin
tamamlanmasi yaklasik 24 saat siirer ve hiicresel sirkadiyen ritmin olusumunun temelini
olusturmaktadir. Dolayisiyla; geri bildirimin hizt ve ritmisite, bu dongiliye katilan
proteinlerin fosforilasyon durumu, stabilitesi ve niikleer lokalizasyonu ile kontrol edilir.
Elde edilen ritmik bilgi, promotdrlerinde E-kutusu veya RRE igeren saat kontrollii

genlerin ritmik transkripsiyonu yoluyla genomun geri kalanina iletilir. Basta iist
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regiilator SKN olmak {izere, SKN’dan bagmmsiz olarak periferal organlarda da

sirkadiyen saat genleri ritmik bir sekilde eksprese edilmektedir (Zhang ve ark., 2014).

Clock Kontrolli
Genler

PPARYy, E4BP4

etc

ROR/By.

@

IPK

CLOCK BMAL1

Clock Kontrollu
Genler
PK2, DBP, TGFa, PAI1,
StAR, etc

Sekil 2.1. Memeli hiicresinde saat genlerinden olan Bmall, Clock, Per, Cry, ROR ve REV-ERB’in
molekiiler geri bildirim dongiisii (Barnard ve Nolan, 2008; Boden ve ark., 2013'den diizenlenmistir) (CK1
€/8, kazein kinaz €/6; AMPK, AMP bagimli kinaz; PKC, protein kinaz C; CCG, saat kontrollii gen; RRE,
ROR yanit elementi; E-box, enhancer/arttirict kutusu).

Bu 7 temel molekiiliin yan1 sira, Clock proteininin bir paralogu olan (paralog: tek bir
genomda gen ikilenmesi ile olusmus ve islevleri farklilasmis, benzer gen) Noronal pas
domain 2 (Npas2); Clock’in yerine ge¢ip Bmall ile heterodimer olusturarak molekiiler
sirkadiyen saati kontrol edebilmektedir (Landgraf ve ark., 2016) (Sekil 2.2). Merkezi ve
bazi periferal osilatorlerde (akciger, karaciger gibi) tanimlanmig olan Npas2- Bmall
heterodimer yapisinin varligi ve gorevi diger periferal organlarda heniiz agiklanmamis

onemli bir aragtirma konusudur (Debruyne, 2008).
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CLOCK
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Sekil 2.2. Npas2 transkripsiyon faktorii, Clock yoklugunda Clock’in gérevini yerine getirmektedir (Asher
ve Schibler, 2006'den diizenlenmistir).

2.3. Sirkadiyen Ritim ve Ureme Sistemi Arasindaki fliski

Sirkadiyen ritmin, viicuttaki cesitli fizyolojik sistemlerin tizerinde diizenleyici etki
gostermektedir. Son yillarda, sirkadiyen ritmin bozulmasi, o6zellikle nokturnal
dalgalanmanin olmamasi, endotel disfonksiyona sebep oldugundan kardiyovaskiiler risk
faktorii olarak tanimlanmaktadir (Verdecchia ve ark., 1993). Bir dizi epidemiyolojik
caligma ile kararsiz anjina, miyokard enfarktiisii, ani kardiyak 6liimii veya inme gibi
neredeyse tlim akut kardiyovaskiiler olaylarin sabahin erken saatlerinde goriilmesi,
sirkadiyen ritimle iliskili olduklarin1 gostermektedir (Fabbian ve ark., 2017). Deney
hayvanlarinda yapilan ¢alismalarda; Clock mutant farelerde, sirkadiyen ritim bozuklugu
ve vaskiiler disfonksiyon goriilmektedir (Crnko ve ark., 2018). Bmall geni silinmis
farelerde yapilan calismada, kan basincinin sirkadiyen ritminin ortadan kalktigi ve
katekolaminlerin iiretiminin azaldig1 gosterilmistir (Curtis ve ark., 2007; Cheng ve ark.,
2011). Sirkadiyen saatin diger genlerinden olan Per geninin genetik kaybinin,
asetilkoline endotele bagimli gevseme yanitint bozdugu gosterilmistir (Viswambharan
ve ark., 2007). Yapilan bir baska calismada, Bmall ve Per izoformlar1 olmayan
farelerde, sirkadiyen saat disfonksiyonunun, hiicre disi matriks kompozisyonunun
bozularak damarlarin sertlesmesine katkida bulundugu gosterilmistir (Anea ve ark.,
2010). 2012 yilinda yapilan bir ¢alismada eNOS geni silinmis fareler kontrol grubu
fareler ile karsilastirildiginda geg gestasyonel donemde kardiyak ¢iktilarinin azaldigi,
farelerde hipertansiyon goriildiigii ve gebeligin 17. giiniinde plasenta ve fetus
agirliklarmin kontrole gore %10 daha hafif oldugu ve UIBG gelistigi bildirilmistir
(Kusinski ve ark., 2012).



Sirkadiyen ritmin, bunlara ek olarak iireme sisteminde de rolii bulunmaktadir
(Kennaway ve ark., 2012; Casper ve Gladanac, 2014). Merkezi bir biyolojik saat olan
SKN, iireme sistemini diizenleyen preoptik bolge (POA), anteroventral periventrikiiler
niikleus (AVPV) ve arkuat niikleus (ARC) gibi beyin bolgeleri ile néronal baglanti
halindedir (Putteeraj ve ark.,, 2016). Bunlarin yani sira SKN’un on hipofizdeki
gonadotropin-salgilatict hormon (GnRH) néronlart ile iletisim halinde oldugunu ortaya
koyan calismalar bulunmaktadir (van der Beek ve ark., 1993; Smith ve ark., 2000;
Kriegsfeld ve ark., 2002). Gonadotropin-salgilatict hormon néronlar1 saat genlerini de
eksprese etmektedir ve boylece bu intrensek osilator ozellikleri sayesinde pulsatil ve
sirkadiyen olarak GnRH sekresyonu yapmaktadir (Putteeraj ve ark., 2016). Basta master
regiilator SKN olmak {izere bazi periferal organlarda da saat genlerinin ritmik bir sekilde
eksprese edildigi bilinmektedir (Zhang ve ark., 2014). Bu genlerin birlikte ya da tek gen
delesyonlar1 ya da mutasyonlar1 sonucunda sadece sirkadiyen ritim bozulmakla
kalmamis ayn1 zamanda tireme sistemi, fertilite ve gebelik siire¢lerinde hatalar meydana
gelmistir (Boden ve Kennaway, 2006; Kennaway ve ark., 2012). Bmall geni silinmis
disi farelerde, diizensiz Ostrus siklusu gec puberte baslangici, prodstrusta LH artiginin
yetersizligi, serum progesteron seviyelerinde diisiikliigli ve implantasyon basarisizliklar
bildirilmistir (Ratajczak ve ark., 2009). Clock geni silinmis disi farelerde ise anormal
fenotipler ve yiiksek oranda fetal rezorpsiyon (kayip/yok olmus) meydana gelmistir (B.
H. Miller ve ark., 2004; Dolatshad ve ark., 2006). Per geni silinmis disi farelerde, diisiik
iireme basarist ve kontrol grubuyla karsilagtirildiginda diisiik viicut agirlikli yavrularin
dogumu gozlemlenmistir ~ (Pilorz ve Steinlechner, 2008). Tim bu gen silme
modellerinde yapilan c¢alismalarda, ayni zamanda, davramigsal ritim ve lokomotor
aktivite deneyleri ile farelerin sirkadiyen ritimlerinin bozuldugu ortaya konmustur (B. H.
Miller ve ark., 2004; Dolatshad ve ark., 2006; Pilorz ve Steinlechner, 2008; Ratajczak ve
ark., 2009).

Sirkadiyen ritmin fonksiyon gormesinin altinda molekiiler saat yatmaktadir ve bu
molekiilllerin ekspresyonlar1 ve regiilasyonlar1 iireme sistemindeki bir¢ok dokuda
tanimlanmasina ragmen, gebelik siirecinde uterusta ve plasenta gibi gebelige ait diger
yapilardaki durumu hakkinda literatiirde yeterli bilgi mevcut degildir. Diger yandan
CLOCK geni ile iligkili bir insan ¢aligmasinda 511 infertil kadin degerlendirilmis ve bu
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kadinlarin bazilarinda BMAL1 ve NPAS2 tekli niikleotid polimorfizmi (TNP) tespit
edilmigstir. Tekli niikleotid polimorfizmi olan infertil kadinlar ile TNP bulunmayan
infertil kadinlarin gebelik kayiplar1 karsilastirildiginda; BMALL ve NPAS2 TNP olan
kadinlarda gebelik kayip oranlar1 anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Kovanen ve ark.,
2010). Literatiirde sinirl sayida ¢alisma ile gebe farelerde gebeligin 16. giiniinde uterus
ve plasenta gibi ekstra embriyonik dokularda saat gen ekspresyonlarinin varligi
gosterilmistir (Ratajczak ve ark., 2010).

2.4. Farelerde Fetal Gelisim

Memelilerde gebeligin saglikli bir sekilde ilerlemesi icin fertilizasyondan sonra pre-
implantif donemde embriyo gelisimi, implantasyon, desidualizasyon ve sonrasinda
plasentasyonun dogru bigimde gerceklesmesi gerekmektedir. Bu olaylar erken gebelik
stirecini kapsamaktadir ve bu siireci saglikli bir sekilde gegirebilen bir gebelik, fetal ve
plasental gelisimine devam edebilmektedir (H. Wang ve Dey, 2006). Gebelik
stirecindeki gelisim agamalar1 insan ve farede zamanlama olarak farkliliklar gosterse de
benzer olaylar serisini igermektedir. Farelerde gebelik siireci yaklasik 20 giin iken
insanlarda ise yaklasik 270-280 giindiir. Fare gebeligi gelisimsel olarak 4 asamada
degerlendirilir; pre-implantif embriyo gelisimi, gastrulasyon ve organogenez asamalari
sirastyla 1., 2. ve 3. gestasyonel periyodu igerir ve gebeligin 14. giiniine kadar devam
eder (M. S. Ko, 2001a). Dordiincii gestasyonel asamada, 14. giinden sonra doguma
kadar olan zaman olgunlasma siirecidir ve esasen fetal biiylime igin gerekli bir siiregtir
(Burke ve ark., 2010). insanda ise; gebelik siirecinin 5°te biri faredeki ilk 3 gestasyonel
periyodu igerir ve boylece embriyonik periyot 56. giinde tamamlandiktan sonra geriye
kalan uzun dénemde basta olgunlasma ve biiylimeyi igeren fetal periyoda gegilmis olur
(M. S. Ko, 2001a) (Sekil 2.3). Her iki tiirde de embriyonik periyotta plasentasyon
tamamlanir ve fonksiyonel hale gelerek fetal gelisimin devamliligini saglamaktadir.
Plasenta, memeli embriyogenezi boyunca gelisen ilk yapi olmakla birlikte, memeli
embriyosunun uterus ortaminda canliliginin devam ettirmesi i¢in hayati Onem
tasimaktadir. Farede ilk plasental sirkiilasyon gebeligin 9-10. giinlerinde baslamaktadir
ve 14. giinden sonra gelisimini tamamladig1 i¢in matiir (olgun) plasenta olarak
isimlendirilmektedir (Burke ve ark., 2010). insanda ise, plasental sirkiilasyon yaklasik
80. giinde baslar ve gelisir (M. S. Ko, 2001a; Malassine ve ark., 2003).
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Sekil 2.3. Insan ve fare gebelik siireclerinin karsilastiriimasi (M. S. H. Ko, 2001b'den diizenlenmistir).

2.5. Fetal Sirkadiyen Ritmin Gelisimi

Insanda gelisimsel siirecteki etik ve teknik kisitlamalar nedeniyle, memeli gelisimini
anlamamizda hem kisa ve hem de insana gore genis bir periyotta inceleme olanagi
nedeniyle fare modellerinin kullaniimasi tercih edilmektedir (M. S. Ko, 2001a). Insan
fetus gelisiminde SKN, ge¢ gestasyonel donemde olugmaya baslamaktadir. Farede de
benzer sekilde, embriyonik hipotalamusta SKN bdélgesinin noronal gelisimi, gebeligin
12-15. giinleri arasinda olugmaktadir (Landgraf ve ark., 2014). Sonraki giinlerde SKN’u
olusturan noronal topluluk, vazoaktif intestinal peptid (VIP), gastrin salgilatan peptid
(Grp), arjinin vazopressin (AVP) gibi noropeptitleri lireten 6zel hiicrelere
farklilasmaktadir (Bedont ve Blackshaw, 2015). Fetal sirkadiyen sistemin kurulmasinda
onemli rolii olan bu norotransmitterleri iireten hiicreler bu dénemde olgunlagsmadig igin
her ne kadar retinal projeksiyonlar SKN’a ulassa da fotik uyumluluk (1s1k ile diizenlenen

sirkadiyen ritim) dogumdan sonra meydana gelir (Landgraf ve ark., 2014). Bu nedenle



fetal sirkadiyen siireg, gebelik boyunca maternal sirkadiyen sistem tarafindan
diizenlenmektedir (Seron-Ferre ve ark., 2012; Mark ve ark., 2017) (Sekil 2.4).

Maternal Kompartman

RHT Sentral ve Periferal
(Gangiyon Hiicresi Aksonlari) SCN Otonomik Néronlar
E 7 p6

Néral
Sicaklik & ‘Sinyaller /
Beslenme Ritimleri Periferal Saatier<@ _
. g ~

Metabolik &
Humoral Sinyaller

Sekil 2.4. Fetal sirkadiyen siirecin maternal sirkadiyen sistem tarafindan diizenlenmesi (Reiter ve ark.,
2014'den diizenlenmistir). Maternal SKN'nin ritmik aktivitesi aydinlik/karanlik dongiisii tarafindan
yonetilir.  Maternal ~ kompartimanda ~ SKN, pineal bezden (PG) sirkadiyen  melatonin
tretimini/salgilanmasini kontrol eder. Plasentada da melatonin {retilir, ancak bu dokuda sirkadiyen
tretilip tretilmedigi bilinmemektedir. Ayrica, plasentadan tiiretilen melatoninin fetal olgunlagsma veya
gelisim tizerinde herhangi bir etkisi olup olmadig:r da bilinmemektedir. Fetal kompartmanta SKN'nin
gelisimi ve olgunlagsmasi maternal sicaklik, beslenme dongiisii ve plasentadan fetal dolasima kolayca
gegebilen sirkadiyen melatonin ritmine baghdir. Fetiiste, bu siiregler adrenal bezi ve hipofizi etkileyerek,
periferik organlardaki ritimleri de etkilemektedir.
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2.6. Plasenta

Plasenta, gebelik siirecinde anne ve fetiis arasinda iletimi saglayan 6zellesmis gegici bir
organdir. Maternal besin ve oksijenin fetiise aktarilmasi, fetiiste biriken atik triinlerin
de maternal dolagima ulastirilmasindan sorumludur. Ayrica, plasenta gebelik siiresince
maternal fizyolojiyi diizenleyen hormonlar iiretir ve maternal immiin sisteme karsi
bariyer olusturur (Cross ve ark., 2003). Tiirler arasinda farkl: tipte plasentalar vardir ve
disi lireme sisteminde c¢esitli sekil, boyut, hiicresel bilesenler ve entegrasyon diizeyi
sergilerler (Latos ve Hemberger, 2016). Insan, sican, fare ve bir¢ok insan olmayan

primat hemokoryal plasentaya sahiptir.

2.7. Fare Plasentas1

Fareler kemirgen ailesinin tiyesidir. Mus musculus tiirii fareler ¢ift boynuzlu (bikornat)
uterusa sahiptirler. Laboratuvarlarda yaygin olarak BALB/c 1rki fareler kullanilmaktadir.
Gebelik siireleri yaklasik 20-21 giindiir ve yavru sayisi 6 ile 10 arasinda degismektedir.
Fare plasentasinin sekli diskodial tiptedir. Maternal ve fetal vaskiiler sistem arasindaki

tabaka sayisina gore farelerde hemotrikoryal plasenta goriilmektedir.

2.7.1. Fare Plasentasinin Gelisimi

Fertilizasyondan sonra zigot bir dizi simetrik hiicre boliinmeleri gegirir ve olusan
blastomerler, morula ve ardindan blastosisti olusturur. Blastosist, farede embriyonik 3.5
(E3.5) giinde trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesi (IHK) olarak iki tabakaya farklanur.
Blastosistin dis tabakasim1 TE, trofoektodermin altinda sarili tabaka ise IHK’ni
olusturmaktadir. I¢ hiicre Kkitlesinin komsulugunda bulunan trofoblastlar polar
trofoektodermi, kars1 kutbundaki trofoblastlar ise mural trofoektodermi olusturmaktadir
(Giritharan ve ark., 2012). implantasyon zamam (E4.5), i¢ hiicre kiitlesi ile temas
etmeyen mural trofektoderm hiicreleri, trofoblast dev hiicreleri haline gelir (Rossant ve
Cross, 2001; Watson ve Cross, 2005). Bu hiicreler boliinmeyi durdurur, ancak poliploid
olmak i¢in DNA'larin1 (endoreduplikasyon) c¢ogaltmaya devam ederler (Watson ve
Cross, 2005; Simmons ve ark., 2007). Polar trofektoderm hiicreleri ise prolifere olmaya
devam ederek ekstra embriyonik ektoderm (EEE) ve ektoplasental koniyi (EK) olusturur
(Copp, 1978; Rossant ve Cross, 2001; Watson ve Cross, 2005) (Sekil 2.5). Ekstra

embriyonik ektoderm once koryonu ve daha sonra da plasentanin labrint tabakasini
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olusturacak sekilde trofoblast kok hiicreleri halinde gelisir. Bu gelisim esnasinda, labrint

tabakasi yapisal olarak spongiyotrofoblast adi verilen ektoplasental koni tiirevi bir

tabaka ile desteklenir.
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Sekil 2.5. Fare plasentasinin embriyonik donemden baglayarak fetal donemdeki gelisimi (Rossant ve

Cross, 2001'den diizenlenmistir).
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Sekil 2.6. Fare plasentasinin E8., E8,5., E9,5. ve E10,5. giinlerdeki labrint tabakasinin olusum evreleri

(Watson ve Cross, 2005'den diizenlenmistir).
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Embriyonik 8. giin embriyonun arka ucundan uzanan ekstra embriyonik mezoderm
(allantoyis) plasentanin vaskiiler kismini olusturur (Cross ve ark., 2003). Embriyonik

8.5. giinde, allantoyis koryon ile temas kurar (koryoallantoik baglanma).

Embriyonik 9. giinde koryonda katlanmalar olusmaya baglar ve allantoyisten gelisen
fetoplasental kan damarlarinin bulundugu alan olusur (Cross ve ark., 2003) (Sekil 2.6).
Bir yandanda, koryonik trofoblast hiicreleri; labrint tabakayi olusturacak olan
multiniikleer sinsisyotrofoblast hiicrelerine ve mononiikleer trofoblast hiicrelerine
farklilasmaya baglarlar. Trofoblast hiicrelerinin flizyonu ile olusan multiniikleer
sinsisyotrofoblast hiicreleri, fetal kapillerlerin endotelini ¢evreler. Mononiikleer
trofoblast hiicreler ise, maternal kan siniislerini sinirlandirirlar (Sekil 2.7). Trofoblastlar
fetal damarlar ile birlikte, labrint bolgesinde genis ve dallanmis villus yapilarim
olustururlar. Maternal-fetal kan akimi, besin transportunu en ist diizeye ¢ikarmak icin
labrint bolgede zit yonde akim sergilemektedir (Adamson ve ark., 2002). Labrint
bolgedeki vaskiilarizasyon dogru bigimde gerceklesmezse, plasental perfiizyon bozulur,

bu da fetiise dogru zayif oksijen ve besin difiizyonu ile sonuglanir (Pardi ve ark., 2002).
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Sekil 2.7. Fare plasentasinin labrint kompartmanindaki mononiikleer trofoblast (I) ve multiniikleer
sinsisyotrofoblast hiicrelerinin (II ve III) fetal kapillerler ¢evresindeki yerlesiminin sematize gosterimi

(Watson ve Cross, 2005'den diizenlenmistir).

2.7.2. Farelerde Matiir Plasenta Yapisi

Fareler hemotrikoryal ve diskoidal tip plasentaya sahiptir ve 3 kompartmandan

olusmaktadir (Sekil 2.8). Bunlar;
1. Desidua

2. Spongiotrofoblast

3. Labrint Alan

14
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Sekil 2.8. Olgun fare plasentasinin 3 kompartmam (Bronson ve Bale, 2016'den diizenlenmistir).

1. Desidua: Desidua spongiyotrofoblast kompartmani ile birlikte plasentanin
maternal kismini1 olusturur. Desidual hiicrelerden olusmaktadir. Desidual hiicreler,
uterusa ait stromal hiicrelerin farklilagsmasiyla olusur ve desidual-plasental yiizey
damarlanmasinin gelisiminde 6nemli rol oynarlar (De ve ark., 1991; Furukawa ve
ark., 2014). Desidua ve spongiyotrofoblast kompartmani plasentanin maternal
kismin1 olusturur. Spongiyotrofoblast tabakasinda bulunan glikojenik hiicreler

desiduayada invaze oldugundan bu tabakada da goriilebilmektedir.

2. Spongiyotrofoblast (Baglanti Zonu): Bu tabaka EK’den gelismektedir.
Spongiyotrofoblast hiicreleri, trofoblast dev hiicreleri ve glikojenik hiicrelerden
olusmaktadir. Spongiyotrofoblast hiicreleri trofoblast dev hiicrelerinin hemen altinda
yerlesiktir ve kompartmanin ana yapisini olusturur. Trofoblast dev hiicreleri
plasentanin 6nemli endokrin hiicrelerinden biridir ve prolaktin ailesine ait
hormonlar/sitokinler sentezler ve salgilarlar (Soares ve ark., 1996; Ain ve ark., 2003;
Soares ve ark., 2007). Glikojenik hiicreler gebeligin orta zamanlarinda gegici olarak
bu kompartmanda goriiliir. Bunlar kiiciik hiicre kitleleri ve glikojen hiicre
adaciklarin1 olustururlar. Bu hiicrelerin fonksiyonu tam olarak bilinmemektedir.
Spongiyotrofoblast tabaka fetal kan damarlar1 igermez sadece maternal kan

damarlari1 bulunur (Furukawa ve ark., 2011).
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3. Labrint Alan: Bu kompartman ekstraembriyonik ektodermden gelisir. Labrint
alan, fare plasentasinin fetal kismini olusturmaktadir. Maternal siniisler, fetal kan
damarlar1 ve trofoblast hiicreleri bu kompartmanda yer almaktadir. Maternal kan
bosluklart mononiikleer trofoblast hiicrelerinden (sitotrofoblast) olusur ve
mikrovillus icermez. Bu trofoblast tabakasinin altinda, ¢ift tabaka halinde
sinsisyotrofoblast hiicre tabakasi (sinsisyotrofoblast 1 ve sinsisyotrofoblast 2) vardir
(Georgiades ve ark., 2002) (Sekil 2.7).

2.8. Sirkadiyen Ritim ve Plasenta Arasindaki iliski

Olgun plasentanin sirkadiyen saat genlerini eksprese ettigi bilinmektedir (Barr, 1973).
Son yillarda yapilan caligmalarda kemirgen ve insanlarin olgun plasentalarinda
sirkadiyen saat genlerinin ekspresyonlari arastiriimaktadir ve literatiirde annenin gebelik
stirecinde sirkadiyen ritminin bozulmasinin, yavrularda uterus i¢i biiyiime geriligine
(UIBG) sebep oldugu bildirilmistir (Mendez ve ark., 2012; S. L. Miller ve ark., 2014).
Olgun plasentada mRNA diizeyinde Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2
ekspresyonlar1 sinirlt sayidaki ¢alismada gosterilmistir (Ratajczak ve ark., 2010; Wharfe
ve ark., 2011; Perez ve ark., 2015). Farelerde yapilan bir ¢alismada, gebeligin 16.
giinlinde matiir plasentada, uterus ve fetal membranlarda sirkadiyen saat genlerinden
olan Bmall, Clock, Perl, Per2, Cryl ve Cry2 genlerinin ekspresyonlarinin varligi
gosterilmistir (Ratajczak ve ark., 2010). Siganlarda yapilan bir baska ¢alismada ise,
gebeligin 20. giinlinde matiir plasentanin kompartmanlarindan spongiyotrofoblast ve
labrint tabakalarinda; Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2 ekspresyonlari
degerlendirilmis ve iki bolge arasinda anlamli farkliliklar bulunmustur (Wharfe ve ark.,
2011). Bu farkliliklarin fizyolojik 6nemi heniiz yeterince anlasilamamasina ragmen, iki
bolgenin fonksiyonel farkliliklarindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir (Wharfe ve
ark., 2011). Plasentanin farkli bolgelerinde sirkadiyen saat genlerinin ritmik olarak
eksprese olmasi, bu genlerin bulunduklart plasenta bolgelerinin farkli fonksiyonlari ile
ilgili 6zgiin rolleri olabilecegini diisiindiirmektedir. Insan term plasentasinda yapilan bir
caligmada 1 giiniin farkl saatlerinde elde edilmis plasentalarda; CLOCK, BMAL1, PER2
VE CRY1 genlerinin ritmik ekspresyonlar1 gosterilmistir (Perez ve ark., 2015).
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Farelerde gebeligin 15. giiniinde yapilan bir baska ¢alismada ise; karaciger, kas, gonadal
beyaz yag dokusu ve plasentada sirkadiyen saat genlerinin ekspresyonlari
degerlendirilmistir ve bu ¢aligmanin sonucunda maternal karaciger, kas, gonadal beyaz
yag dokusu ve plasentanin Bmall, Clock, Rev-erb a ve Rev-erb B’y ritmik olarak
eksprese ettigi ortaya konmustur (Papacleovoulou ve ark., 2017). Plasenta veya diger
dokularda, sirkadiyen saat genlerinin ritmik ekspresyonlari, giiniin farkli saat
dilimlerinde (zeitgeber zamanlar1), mRNA diizeyinde arastirilmaya devam etmektedir ve
bu molekiillerin protein diizeyindeki ekspresyonlar1 hakkinda literatiirde heniiz bilgi

bulunmamaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu caligma, Akdeniz Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu’'nun 2018.10.018
numarali etik kurul onay1 alindiktan sonra yapilmistir. Calismada; Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlari Bakim ve Uretim Unitesi’nden temin edilen, daha 6nce
hi¢bir deneye girmemis ve ¢iftlesmemis, standart laboratuvar kosullarinda beslenen, 22-
27 gr agirhgindaki BALB/C ki yetiskin (6-8 haftalik) disi ve erkek fareler (72 disi, 26
erkek; toplam 98 fare) kullanilmistir. Deneylerin bitiminde fareler eter anestezisi
altindayken yapilan servikal dislokasyon ile ex edilmistir. Caligmanin deneysel tasarimi

Sekil 3.1.°de 6zetlenmistir.

DENEYSEL TASARIM

12 Saat Aydinlik-12 Saat Karanlik

I el I I
& . Vajinal Q Gebeligin Gebelik Gebeligin Gebeligin| &) @ 5 Agiriik Ogoml
=Y _Plake . @ 2.6ini Sireci "~ 11.6ind 12.6and | &) ik e
S ™~ > ) 13.60nd —, , 14.6ind —) QRT-PZR
Q Gebeligin = 15, 6iind = 16.6nd q ——3 Histopatolojik
1.6{n0 Degerlendirme
X Gece Boyu
Gebelik Oncesi Giftlesme Siklusu Lokomotor Aktivite Lokomotor Aktivite
Lokomotor Aktivite Testleri Testleri
Testleri

Her 5 Giinde Bir Isik 6 Saat Ileri

I vl I I

& S jinal Gebeligin Gebelik i

— v e i B vy . Gebelifin] ) ( ———> Afilik Olgtmleri
— & R — e 13 6ind 12.6ini | €
ipgares i == 14.60nu ) RT-PZR
Q Gebeligin wi/ 15.6ini o 4.0 ) R

o 1.6ini 16.60nd 3 Histopatolojik

&y~ Degerlendirme

2 Gece Boyu
Gebelik Oncesi Giftlesme Siklusu Lokomotor Aktivite Lokomotor Aktivite
Lokomotor Aktivite Testleri Testleri
Testleri

Sekil 3.1. Calismanin deneysel basamaklarini 6zetleyen sema.

3.1. Gruplarmn Olusturulmasi

Disi fareler, erkek fareler ile gece siklusu boyunca ciftlestirilmeye birakildiktan sonra

ertesi sabah vajinal plak goriildiigi giin gebeligin 1. giinii olarak kabul edilmistir (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2. Disi farelerde gece boyu ¢iftlesme siklusu sonrasi vajinal plak tespiti.
Vajinal plak goriilen disi fareler rastgele kontrol ve sirkadiyen ritmi bozulan gruplara
dagitilarak asagidaki deney gruplar1 olusturulmustur:
1. Kontrol Grubu

a) Gebeligin 12. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)

b) Gebeligin 14. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)
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¢) Gebeligin 16. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)

2. Sirkadiyen Ritmi Bozulan Grup

a) Gebeligin 12. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)
b) Gebeligin 14. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)
c) Gebeligin 16. Giinii

- ZT0 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT6 Zaman Dilimi (n=3)
- ZT12 Zaman Dilimi (n=3)

- ZT18 Zaman Dilimi (n=3)
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3.1.1. Kontrol grubu: Vajinal plak pozitif olan ve gebelik siiresince 12 saat aydinlik-12
saat karanlik siklusuna (06:00 1sik acilisi, 18:00 151k kapanisi) devam eden disi
farelerden; gebeligin 12, 14 ve 16. giinlerinde zeitgeber zaman dilimlerine uygun olarak
6’sar saat araliklarla fetiis ve plasentalar elde edilmistir. Farede ilk plasental sirkiilasyon
E9-10. giinlerde baslamakta ve E14. giinden sonra gelisimini tamamlayarak matiir halini
almaktadir. Bu caligmada gebeligin; 12. giinlinde immatiir plasenta, 14. giiniinde
organogenezin tamamlandig1 ve matiirasyonun basladig1 plasenta ve 16. giiniinde matiir

plasentalar ve onlara ait fetiisler elde edilerek degerlendirilmistir.

Ik olarak; fetiislerin ve plasentalarin agirhiklar tartilarak kayitlar alinmistir. Ardindan
plasenta dokularinin bir bolimii histopatolojik analizler i¢in parafin doku takibine
alinmis ve bir kismi da ger¢ek zamanli kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (qQRT-PZR)

deneyleri i¢in -80 °C’deki buzdolabinda saklanmustir.

12.Giin (Immatiir) Plasenta: Gebeligin 12. giiniinde “Zeitgeber Time”a gore
tanimlanmis ZTO (aydinhigin baslangic1/06:00), ZT6 (aydinligin ortasi/12:00), ZT12
(karanhigin baslangic1/18:00) ve ZT18 (karanlhigin ortasi/24:00) zaman dilimlerinde

plasentalar elde edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine ait toplam

n=93 plasenta)

14.Giin (Matiirasyon baslangici) Plasenta: Gebeligin 14. giiniinde “Zeitgeber Time”a
gore tanimlanmis ZTO (aydinhigin baslangic1/06:00), ZT6 (aydinligin ortasi/12:00),
ZT12 (karanligin baslangic/18:00) ve ZT18 (karanligin ortas/24:00) zaman

dilimlerinde plasentalar elde edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine

ait toplam n=99 plasenta)

16. Giin (Matiir) Plasenta: Gebeligin 12. giiniinde “Zeitgeber Time”a gore
tanimlanmis ZTO (aydinligin baslangic1/06:00), ZT6 (aydinhigin ortasi/12:00), ZT12
(karanligin baslangic1/18:00) ve ZT18 (karanligin ortasi/24:00) zaman dilimlerinde

plasentalar elde edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine ait toplam

n=96 plasenta)
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3.1.2. Sirkadiyen Ritmi Bozulan Grup: Vajinal plak goriildiigii giin gebe farelerin
normal 12 saat aydinlik-12 saat karanlik siklusu her 5 giinde bir 151k 6 saat ileri alinarak

sirkadiyen ritmin bozulmasi saglanmistir (Sekil 3.2) (Summa ve ark., 2012).

Kontrol Sirkadiyen Ritmi
Grubu Bozulan Grup
Ciftlesme —— Vajinal Plak+
— O GUN
- — O U —
& — o — — 3 12 Giin
— gUN s e 14. Gin
T —— oo T — 16' Gan
e — 5 gun ————
0 12 24 0 12 24

Sekil 3.3. Kontrol grubu ve sirkadiyen ritmi bozulan (SRB) grubun olusturulma basamaklarini gosteren
sekil (Summa ve ark., 2012'den diizenlenmistir). Sar1 gizgiler: Aydinlik; Siyah ¢izgiler: Karanlik.

Gebeligin 11, 13 ve 15. giinlerinde lokomotor aktivite testleri uygulanan annelerde
sirkadiyen ritmin bozuldugu gosterilmistir. Sirkadiyen ritmi bozulan disi farelerden;
gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde zeitgeber zaman dilimlerine uygun olarak 6’sar saat
araliklarla fetiis ve plasentalar elde edilmistir. Ik olarak; fetiislerin ve plasentalarin
agirliklar1 tartilarak kayitlar alinmistir. Ardindan plasenta dokularmin bir boliimi
histopatolohik analizler i¢in parafin doku takibine alinmis ve bir kismi da gergek

zamanli kantitatif PZR deneyleri i¢in -80°C’deki buzdolabinda saklanmastir.

12.Giin (Immatiir) Plasenta: Gebeligin 12. giiniinde “Zeitgeber Time”a gore
tanimlanmis ZTO (aydmligin baslangic1/24:00), ZT6 (aydinhigin ortasi/06:00), ZT12
(karanligin baslangic1/12:00) ve ZT18 (karanligin ortasi/18:00) zaman dilimlerinde

plasentalar elde edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine ait toplam

n=85 plasenta)
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14.Giin (Matiirasyon baslangicir) Plasenta: Gebeligin 12. giiniinde “Zeitgeber Time”a
gore tanimlanmig ZTO (aydmhigin baslangic/24:00), ZT6 (aydinligin ortasi/06:00),
ZT12 (karanhigin baslangic1/12:00) ve ZT18 (karanligin ortasi/18:00) zaman
dilimlerinde plasentalar elde edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine

ait toplam n=88 plasenta)

16.Giin (Matiir) Plasenta: Gebeligin 12. giiniinde “Zeitgeber Time”a gore tanimlanmis
ZTO0 (aydinligin baglangic1/06:00), ZT6 (aydinligin ortasi/12:00), ZT12 (karanlhigin
baslangic1/18:00) ve ZT18 (karanligin ortasi/24:00) zaman dilimlerinde plasentalar elde
edilmistir. (Her ZT i¢in n=3 anne (Toplam n=12); Bugiine ait toplam n=97 plasenta)

3.2. Lokomotor Aktivite Testleri

Literatiirde sirkadiyen ritmin bozulmasi lokomotor aktivite testleri ile gosterilmektedir
(Prendergast ve ark., 2015; Crossland ve ark., 2017; Sabbar ve ark., 2017; Smarr ve ark.,
2017; Farsi ve ark., 2018). Calismamizda; lokomotor aktivite test dlglimleri kontrol ve
sirkadiyen ritmi bozulan gruplar i¢in ilk olarak; gebelik Oncesinde, ikinci olarak;
gebeligin 2. giiniinde ve son olarak; plasentalarin elde edilecegi 12., 14. ve 16. glinlerden
1 glin once olmak {izere (gebeligin 11., 13. ve 15. giinlerinde) toplam 3 kez
gergeklestirilmistir. Boylece gebeligin basindaki ve sonundaki kayitlardan hem gebeligin
hem de gebelik siirecinde bozulan sirkadiyen ritimin bilgileri elde edilmistir. Lokomotor
aktivite Olgiimleri, testlerin standardize edilebilmesi amaciyla her grup i¢in ZT zaman
dilimlerine gore aydinhigin ortasinda (ZT6) yapilmistir (Smarr ve ark., 2017). Kontrol
grubu i¢in, birinci ve ikinci kayitlar 151k degisimleri olmadig: i¢in aydinligin ortasina
denk gelen saat 12:00°de (ZT6) yapilmistir. Sirkadiyen ritmi bozulan grup i¢in, kontrol
grubundaki ZT6 zamani dikkate alinarak standardizasyon saglanmasina dikkat
edildiginden, 15181n kaydirildigi ve deneyin bitis zamanina goére birinci kayitlar saat

18:00, ikinci kayitlar ise saat 24:00°te alinmustir.
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3.2.1. Acik Alan (Open field) Testi

Lokomotor aktivite degerlendirmeleri igin kullanilan agik alan testi, duvar yiiksekligi 40
cm olan, taban1 40x40 cm ebatlarinda kare seklinde siyah mat tabanli diizenekte
yapilmigtir. Alan, 10 cm? biiyiikliigiinde birbirine esit 16 kiigiik daireye boliinmiistiir.
Deneyin baslangicinda disi fareler tek tek bu alanin merkezine birakilmis ve 5 dakika
boyunca hareketleri videoya kaydedilmistir. Her farenin; bu alanda girdigi kare sayist,
kat ettigi toplam mesafe, ortalama hiz1 ve dis/i¢ kadranda ge¢irdigi siireler 6lgiilmiistiir.
Acik alan testi Noldus EthovisionXT system kullanilarak degerlendirilmistir (Bazyar ve
ark., 2017; Zu ve ark., 2017).

3.3. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Gebeliklerinin 12, 14 ve 16. giinlerindeki SRB gruptaki ve kontrol grubundaki disi
fareler eter anestezisi altinda bayiltildiktan sonra servikal dislokasyon ile sakrifiye
edilerek, plasenta ve fetiisleri elde edilmistir. ilk olarak; fetiisler ve o fetiise ait plasenta
hassas terazide tartilarak doku agirliklar1 kaydedilmistir. Plasentalarin bir kismi
histopatolojik degerlendirmeler i¢in parafin doku takibi islemine alinirken, geriye
kalanlar ise kantitatif ger¢ek zamanli PZR deneyleri i¢in -80°C'ye alinarak, islemler

yapilana kadar saklanmistir.

3.4. Hematoksilen-Eozin Boyamasi ve Histopatolojik Degerlendirmeler

Tim gruplardan elde edilen plasenta dokulari %10’luk formalin ile 24 saat fikse
edildikten sonra 24 saat akan musluk suyunda yikanmistir. Dokular %70, %80 ve
%90’lik artan etil alkol serilerinde 24 saat ve %100’liik etil alkolde ise toplam 3 saat
tutularak, dokular1 sudan kurtarma (dehidrasyon) islemi gergeklestirilmistir. Dokular, ti¢
farkli ksilolde 2’ser dakika bekletilerek seffaflastirilmistir. 56 °C’ye ayarli etiivde
dokular, parafin serilerinden gegirilerek parafin doku bloklari hazirlanmigtir. Parafin
bloklardan 5 mikrometre kalinlifinda kesitler lamlara alindiktan sonra, 56 °C etiive
konulup dokunun lama iyice yapigsmasi saglanmistir. Plasenta kesitlerinde; diskoid
plasentanin tiim kompartmanlarmi gorecek sekilde ve gobek kordonunudan gegen
kesitler elde edilerek, tiim gruplar i¢in standardizasyon saglanmistir. Kesitler iki defa
10’ar dakika ara ile ksilolde bekletilerek parafinden kurtarilmistir. Ardinda, derecesi
azalan etil alkol serilerinde 5’er dakika tutularak (%100, %90, %80 ve %70) yeniden
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hidrate edilerek suya indirilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak i¢in lamlar 1 dakika
hematoksilende bekletilmistir ve lam iizerinde bulunan fazla boyay1 akitmak i¢in lamlar
suda yikanmistir. Hiicre sitoplazmasini boyamak icin eozin ile 10 saniye boyama
yapilmistir ve ardindan fazla boya su ile uzaklastirilarak, dereceli etil alkol serileri ve
ksilolden gecirilerek Entellan ile kapatma islemi yapilmistir. Lamelle kapatilan kesitler 1
gece kurutulmaya birakildiktan sonra plasenta kesitlerinin timii Olympus, CX43
mikroskobunda 4x, 10x ve 20x biiyiitmede fotograflanmistir.

Elde edilen tiim plasenta kesitlerinin toplam alanlarimi degerlendirmek i¢in Imagel
programi kullanilmigtir. Plasentanin 3 kompartmanini igine alacak sekilde digtan sinirlar

cizilerek ol¢timler elde edilmistir.

Toplam alanlar1 hesaplanan plasenta kesitlerinde daha sonra desidua, spongiyotrofoblast
ve labrint kompartmanlarinin boyutlari ayr1 ayr1 degerlendirilmistir. Her bir kompartman
icin standardizazyonun saglanmasi amaciyla rastgele olarak 4 farkli alandan Imagel
programi ile ¢izgi ¢ekilerek olgtimler alinmistir. Dort farkli alandan alinan 6lgiimlerin

ortalamas1 alinmis ve her bir plasenta i¢in degerler elde edilmistir.

3.5. Kantitatif Ger¢ek Zamanlh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (qRT-PZR)

Isik diizeninin bozulmasi sonrasinda sirkadiyen saat genlerinin ekspresyonlarinin degisip
degismedigini kontrol etmek amaciyla, kontrol grubu ve SRB gruplardan elde edilen
plasentalarda kantitatif gercek zamanli PZR (qRT-PZR) yontemi uygulanmistir. Plasenta
dokularindan total RNA izolasyonu RNeasy Kiti (Qiagen, katalog numarasi:74106)
kullanilarak tretici firmanin tavsiyeleri dogrultusunda yapilmistir. Total RNA, RNaz
icermeyen DNaz (Qiagen, RNase-Free DNase Set, katalog numarasi: 79254) ile
muamele edilerek DNA kontaminasyonu engellenmistir. Elde edilen RNA c¢DNA’ya
cevirildikten sonra Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2 ve Npas2 primerlerinin
ozginliginin kontrol edilmesi amaciyla bir PZR reaksiyonu Kkurularak, elde edilen

riinler jelde yiritilmistiir. Beta-aktin internal kontrol olarak kullanilmistir.
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3.5.1. Total RNA Eldesi:

1.

Tiim gruplara ait tam plasenta dokularinin (plasentanin tiim kompartmanlarini
iceren) tigte birlik kismi gergek zamanli kantitatif PZR analizleri igin kullanilmustir.
Bir doku ornegi (yaklasik 30 mg) basma 600 pl RLT tamponu eklendikten sonra
karisim pipet yardimi ile QIAshredder kolonlarina aktarilmgtir. Iki dakika en yiiksek
devir olan 14.600 rpm’de santrifiij yapildiktan sonra altta bulunan toplama tiipiinde
biriken sivi  bosaltilmigtir. (Kullanilmadan o6nce RLT tamponuna beta-

merkaptoetanol eklenmistir.)
Lizat aym sekilde 3 dakika boyunca en yiiksek devirde santrifiij edilmistir.

Lizattan 350 pL alinarak tizerine 350 pL %70’lik etanol ilave edilmistir.
Pipetlenerek hizli bir sekilde karistirilmistir. QlAshredder homojenizasyonundan
artan ornek - 80°C’ye kaldirilmistur.

Toplam hacmi 700 uL olan 6rnek, RNeasy kolonlarina transfer edilmis ve 8000

rpm’de 30 saniye santrifiij edilmistir. Toplama tiipiinde biriken siv1 bosaltilmistir.

Ayni kolonun ortasina 350 uL RW1 tamponu eklenmis, 8000 rpm’de 30 saniye

santrifiij edilmistir. Toplama tiiplinde biriken s1v1 bosaltilmistir.

Her 6rnek igin 70 ul DNase | inkiibasyon Tamponu ve 10 pl DNase | eklenip,
karistirildiktan sonra ve ¢6zelti RNeasy kolonlarina aktarilmistir. Ardindan, +15 ila
+ 25 ° C'de 15 dakika inkiibe edilmistir.

RNeasy kolonlarina 500 pl RPE tamponu ilave edilmis ve 8.000 rpm’de 30 saniye

santrifiij edildikten sonra toplama tiipiinde biriken sivi bosaltilmustir.

RNeasy cevirme kolonlarina tekrar ayni sekilde 500 pl RPE tamponu ilave edilmis
ve 8.000 rpm’de 2 dakika santrifiij edildikten sonra toplama tiipiinde biriken sivi

bosaltilmustir.

RPE tamponunu uzaklagtirmak ig¢in kolonlar 1 dakika boyunca maksimum hizda

(yaklasik 14.600 rpm) santrifiij edilmistir.
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10. RNeasy kolonlari; altinda yer alan toplama tiiplerinden ayrilip, temiz, steril 1,5

ml’lik mikrosantrifiij tiipiine yerlestirilmistir.

11. RNA’nin eliisyonu i¢in, RNeasy kolonlarinin tam ortasindan 40 pLL RNaz igermeyen
su eklenerek 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilmistir. Bu islem sonrasinda,
mikrosantrifiij tipt, dogrudan RT-PZR'de kullanilabilen veya daha sonra analiz
edilmek {izere -80 ° C'de saklanabilen, “elute edilmis” RNA’y1 igermektir.

Elde edilen RNA o6rnekleri EpochTM Multi-Volume spektrofotometre (BioTek) sistemi
ile 6l¢iildiikten sonra yaklasik 600 ng RNA, cDNA’ya doniistiirilmistiir.

3.5.2. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi:

Reaksiyonun hazirlanacagi yiizey “DNAoff” (Takara, Clontech, katalog numarast:
TAK9036) ile temizlenmistir. cDNA elde etmek i¢in EvoScript Universal cDNA Master
200 reaksiyon kiti (Roche, katalog numarasi: 7912455001) kullanilmistir. Her bir
reaksiyon 3 kez tekrarlanmistir. Reaksiyon miksi, DNaz/RNaz igermeyen su ve enzim
miksi oda sicakliginda (15-25 ° C) ¢ozilirken, RNA’larin buz tizerinde ¢oziilmesi

saglandi.

1. Buziizerinde ana karisim hazirlanmastir.

Tablo 3.1. cDNA eldesi i¢in hazirlanan karigimin igerigi

Icerik Miktar
Reaksiyon Karigimi 4ul
RNaz igermeyen Su Degisken
Enzim Karigimi 2ul
Sablon (template) RNA Degisken
Toplam Miktar 20 pl

6. Reaksiyon ana karigimini igeren her tiipe sablon RNA eklenmistir.
7. Kitte belirtilen standart protokol dogrultusunda tiipler 42°C’de 15 dakika inkiibe

edilmistir.
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8. Ters transkriptazi inaktive etmek igin; tiipler 85°C’de 5 dakika inkiibe edilmistir.
9. Tipler 65° C’de 15 dakika inkiibe edilmistir.
10. RNA’dan elde edilen cDNA’lar -20°C'de saklanmak tizere kaldirilmistir.

3.5.3. qRT-PZR Protokolii

FastStart Essential DNA Green Master kiti (Roche, katalog numarasi: 06402712001)
kullanilmigtir. Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2, Npas2 ve Beta-aktin genleri
icin uygun primerler dizayn edildikten sonra genlerin transkript miktarini1 belirlemek
amaciyla primerler icin asagidaki tabloda belirtildigi sekilde reaksiyon tiipleri
hazirlanmistir.  Gergek zamanh Kantitatif PZR deneyi, “Thermo-QuantStudio 3”
cihazinda “Applied Biosystems Software” programinda asagida verilen sicaklik ve
zaman ¢izelgesine uygun olarak gerceklestirilmistir ve software programi yardimiyla Ct
(siklus esik) degerleri belirlenmistir. Her bir gen i¢in reaksiyon ii¢ defa tekrarlanarak,
karsilastirmali AACt metodu ile Beta-aktin gen ekspresyonu ile normalize edilmistir.
Elde edilen siklus esigi degerlerinden 244 degerleri, Windows 7 Microsoft Excel 2010
programi ile hesaplanmistir. Elde edilen 224" degerleri, Mac i¢in GraphPad Prism 8
kullanilarak istatistiksel analizler igin karsilastirilmistir. Amplifikasyonlar, 35 siklusta
gergeklestirilmistir. Her bir qRT-PZR deneyi sonrasinda, erime egrisi (melting curve)
analizi ile tiriinlerin beklenen ve gozlenen Tm (erime noktasi) degerleri karsilastirilarak,

agaroz jelde yiiriitiilen PZR f{irtinlerinin 6zgiilliigii degerlendirilmistir.

Tablo 3.2. qRT-PZR deneylerinde kullanilan karigimin igerigi.

Bilesen Reaksiyon basina hacim
2X SybrGreen Supermix 7 uL

Niikleaz icermeyen su 10 uL

[leri Primer 1 pL

Geri Primer 1 uL

cDNA 1 uL

Toplam Hacim 20 pLL
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Tablo 3.3. qRT-PZR reaksiyonunda kullanilan sicaklik degerleri ve siireleri

Gen Ayar Baslangi¢ Denatiirasyon | Anneling Extension
Denatiirasyonu (Uzama)
Sicaklik | 95 °C 95 °C 59 °C 72 °C
Bmall | Zaman | 5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicakhik | 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C
Clock | Zaman | 5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicakhik | 95 °C 95 °C 62 °C 72 °C
Npas2 | Zaman | 5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicakhik | 95 °C 95 °C 59 °C 72 °C
Perl | Zaman |5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicakhik | 95 °C 95 °C 56 °C 72 °C
Per2 | Zaman |5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicaklik | 95 °C 95 °C 62 °C 72 °C
Per3 | Zaman |5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicaklik | 95 °C 95 °C 60 °C 72 °C
Cryl | Zaman |5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
Sicaklik | 95 °C 95 °C 56 °C 72 °C
Cry2 | Zaman | 5 dakika 10 saniye 45 saniye 40 saniye
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Tablo 3.4. gRT-PZR deneylerinde kullanilan primerlerin yapisi. (Piileri primer ve Pg: geri primer)

Gen Adi Primer Dizileri (5°-3’) 20q PZR Uriin Boyutu

Beta-aktin Pi: GCAGGAGTACGATGAGTCCG 74 be

Pc: ACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Bmall Pi: TGAACCAGACAATGAGGGCT 183 bg
Pc: TATGCCAAAATAGCCGTCGC

Clock Pi: ATGCCACAGAACAGTACCCA 189 be
Pc: TTGTGTGGCGAAGGTAGGAT

Npas?2 Pi: TTTGGCAAAGGGAAGTCGTG 175 bg
Pc: GCTCCTGTCTCCTTTCCACT

Perl Pi: CACCACTGCCGATCTAAAGC 186 bg
Pc: TCGAGGGGAGAATACTGGGA

Per2 Pi: ACACTGGACACTAGCTGGTC 187 bg
Pc: TCAGTAGCCGGTGGATTTGT

Per3 Pi: AAAGAAGTTGCCAGCACCTG 178 bg
Pc: GAGGAGATAAGGGGTCTGGC

Cryl Pi: TACAGCAGCCACAAACAACC 152 bg
Pc: GAAGCTGAGTCATGATGGCG

Cry2 Pi: ACCACCCCTTACCTACAAGC 212 bg

Pc: CTGTCTCTCCTCCTTGCCAA

3.5.4. Orneklerin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi:

%1.5’lik Agaroz Jelin Hazirlanmasi:

a.

Icerisinden 50ml alman 10X Tris-Borate-EDTA (TBE) elektroforez tamponu
(Thermo, katalog numarasi: B52) iizerine 450 ml distile su eklenmis ve dilue
edilmistir.

Kullanilacak yiiriitme tankina uygun miktardaki agaroz (Sigma, katalog
numarast: A9539) tartilip bir Erlen kabma konulduktan sonra iizerine 1X TBE

tamponunu eklenmistir.
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Tablo 3.5. %1,5’luk agaroz jelin hazirlanist

Malzemeler %1,5’1lik agaroz jel i¢in
Agaroz 1,50r
1X TBE 100 ml

Etidyum Bromiir (EtBr) | 5pul

c. Jel hafifce calkalanip mikrodalga firinda kaynatilmustir.

d. Etidyum Bromiir eklendikten sonra calkalayarak, ¢ozeltinin homojen bir sekilde
dagilmasi saglanmstir.

e. Agaroz soliisyonu tanka yavagsga dokiildiikten sonra, donmasi i¢in en az 25

dakika beklenmistir.

Orneklerin Agaroz Jelde Yiiriitiilmesi:

a. Jel tanka dikkatlice yerlestirilmistir.

b. Tanka jelin tizerini kapatacak kadar 1X TBE ile doldurulmustur.

c. Ilk kuyucuga mikropitet yardimiyla DNA kb igin belirte¢ (Fermentas, katalog
numarasi: SM0333) yiiklenmistir.

d. Her kuyucuga 20 pl 6rnek yiiklenmistir.

e. 90 V’da eksiden artrya dogru elektrofez gergeklestirilmistir.

f. Ultraviyole 1s1k altinda goriintiileme yapilmistir (BIO-RAD, Molecular Imager®
Gel DocTM XR Sistemi, katalog numarasi: 170-8170)

3.5. Istatistiksel Degerlendirmeler

Tiim deneyler en az ii¢ kez tekrarlanmistir. Histopatolojik degerlendirmeler Imagel
programi ile analiz edilmistir. Histopatolojik degerlendirmelerden; fetiis sayilari,
plasenta agirliklari, fetiis agirliklari, fetlis/plasenta agirlik oranlari, toplam alan
degerlendirmeleri normalite testini gegmediginde Mann Whitney U testi ile; desidual
alan dl¢timleri, spongiyotrofoblast alan 6l¢timleri ve labrint alan 6lglimleri ise student’s t

testi ile degerlendirilmistir.

31



Plasentada gelisimin farkli giinlerinde (12., 14. ve 16. giinler) her bir genin ekspresyonu
icin anlaml1 farkliliklarin olup olmadigini degerlendirmek amaciyla one way Anova testi
ve ardindan Holm-Sidak post hoc testi uygulanmistir. Bu kontrol ve SRB gruplari i¢in
ayr1 ayr1 yapilmistir. Ardindan iki bagimsiz degiskenin (151k ve ZT zaman dilimleri) bir
bagimli degisken (gen ekspresyonlar1) iizerindeki bireysel ve ortak etkilerinin
degerlendirilmesi i¢in two-way Anova testi ve Holm-Sidak post hoc testi uygulanmistir.
Plasentadaki sirkadiyen saat gen ekspresyonlarinin zamana gore (ZT0, ZT6, ZT12 ve
ZT18) ritmik olup olmadigimi degerlendirmek i¢in kontrol ve SRB gruplari i¢in ayr1 ayr1
One Way Anova testi ve ardindan Holm-Sidak metodu uygulanmistir. Kontrol ve SRB
gruplarinda ZT zaman dilimlerine gore (ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18) anlamh farkliliklarin
olup olmadigim1 degerlendirmek i¢in student’s t-testi uygulanmistir. Elde edilen tiim
veriler Sigma Stat 3.5 programi kullanilarak analiz edilmistir. Degerler ortalama +
standart hata (SEM) olarak belirtilmistir ve p<0.05 altinda bulunan degerler anlamh

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Fetiis ve Plasentalarin Makroskobik ve Agirhik Degerlendirmeleri

Kontrol grubu ve aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek SRB gruplardan elde edilen

uteruslar (Sekil 4.1) ve daha sonrasinda fetiisler ve onlara ait plasentalar fotograflandi

(Sekil 4.2). Ik olarak; gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde kontrol grubu ile

karsilagtirildiginda SRB gruptaki plasenta ve fetiislerin boyut olarak kontrol grubuna

gore daha kiigiik oldugu makroskobik olarak belirlendi (Sekil 4.2). Onemli bir gdzlem

olarak, kontrol grubunda rezorbe fetiise rastlanmazken, SRB grupta ise 12. giinde 11/85
(%13), 14. giinde 15/88 (%17) ve 16. giinde 10/97 (%10) oraninda rezorbe fetiise

rastlandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Kontrol grubu ve SRB gruplardan gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde elde edilen uteruslara ait
goriintiiler (R: Rezorbe Fetiis).
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Sekil 4.2. Kontrol grubu ve SRB gruplardan gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde elde edilen fetiis ve
plasentalara ait goriintiiler.
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4.2. Plasenta Agirhklar:

Kontrol grubu ve SRB gruplardan elde edilen plasentalarin agirliklarn Olgiildii.
Aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek SRB gruplara ait plasenta agirliklarinin,
gebeligin degerlendirilen tiim giinlerinde, kontrol gruplarina kiyasla daha diisiik oldugu
belirlendi. Sirkadiyen ritmi bozulan gruplara ait plasentalarda goézlenen agirlik azalist
gebeligin 12. (p<0.001) 14. (p<0.001) ve 16. (p<0.001) giinlerinde istatistiksel olarak
anlamli idi (Tablo 4.1) (Sekil 4.3).

Tablo 4.1. Kontrol grubu ve SRB grubunda 12., 14. ve 16. giinlerde plasenta agirliklar1 (ortalama +
standart sapma)

Plasenta Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Agirhklar: Ortalama + Standart | Ortalama + Standart hata

(mg) hata (SEM) (SEM)

12. Giin 74.804 + 0.607 43.454 +1.487 p<0.001
14. Giin 82.985 + 0.427 62.071 +0.762 p<0.001
16. Giin 141.071 + 0.465 91.346 + 0.896 p<0.001

Plasenta Agirhiklari

p<0.001
1507 L Il Kontrol

- 3 SRBG
100_: p<0.001 p0.001 _

Ortalama Agirhik (mg)

1' /3 1
50- I
0 ﬂ

| I |
12. Giin 14. Giin 16. Giin

Sekil 4.3. Gebeligin 12., 14. ve 16. ginlerinde; kontrol gruplari ve SRB gruplara ait plasenta agirliklar.
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4.3. Fetiis Agirhklari

Kontrol grubu ve SRB gruplardan elde edilen fetiislerin agirliklart 6lgiildii.

Aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek SRB gruplara ait fetiis agirliklarinin, gebeligin

degerlendirilen tiim giinlerinde, kontrol gruplarina kiyasla daha diistik oldugu belirlendi.

Sirkadiyen ritmi bozulan gruplara ait fetiislerde gozlenen agirlik azalisi gebeligin 12.
(p<0,001), 14. (p<0,001) ve 16. (p<0,001) giinlerinde istatistiksel olarak anlamli idi
(Tablo 4.2) (Sekil 4.4).

Tablo 4.2. Kontrol grubu ve SRB grubunda 12., 14.

ve 16. glinlerde fetiis agirliklan (ortalama + standart

sapma)

Fetiis Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Agirhklar: Ortalama + Standart | Ortalama + Standart hata

(mg) hata (SEM) (SEM)

12. Giin 126.308 + 3.494 34.574 + 0.862 p<0,001
14. Giin 139.932 + 1.453 106.205 + 0.808 p<0,001
16. Giin 465.799 + 16.924 296.189 + 13.447 p<0,001

Ortalama Agirhik (mg)

600
500
400-
300
200-

100

Fetus Agirliklar

p<0.001 p<0.001

0-

p<0.001

m 1
| P i
1 1

12. Giin 14. Giin 16. Giin

Il Kontrol
(1 SRBG

Sekil 4.4. Gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde; kontrol gruplar1 ve SRB gruplara ait fetiis agirliklari.
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4.4, Fetiis/Plasenta Agirhik Oranlarimin Degerlendirilmesi

Kontrol grubu ve SRB gruplardan elde edilen fetiis/plasenta agirlik oranlar1 hesaplandi.
Bu degerler 12. giin, 14. gin ve 16. gin i¢in kontrol ve SRB gruplarda
degerlendirildiginde; kontrol grubuna oranla SRB grupta 12. (p<0,001) ve 16. (p<0,001)
giinde azalma goriilmiistiir ve azalis anlamhidir. 14. giin icin fetiis/plasenta agirlik
oraninda istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.057) (Tablo 4.3) (Sekil
4.5).

Tablo 4.3. Kontrol grubu ve SRB grubunda 12., 14. ve 16. giinlerde feylis/plasenta agirlik oranlari
(ortalama =+ standart hata)

Fetiis/Plasenta Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Agirhik Oranlan | Ortalama + Standart | Ortalama + Standart
hata (SEM) hata (SEM)
12. Giin 1.711 + 0.047 0.891 + 0.046 p<0,001
14. Giin 1.689 + 0.020 1.632 +0.018 p=0.057
16. Giin 3.302+0.119 2.272 +0.061 p<0,001
4- p<0.001
i Il Kontrol
3 ] SRBG
p<0.001 =

Fetus/Plasenta Agirlik Orani
T T

o
|

N

12. Giin 14. Giin 16. Giin

Sekil 4.5. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde fetiis/plasenta oran.
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4.5. Fetiis Sayisinin Degerlendirilmesi

12. giin, 14. giin ve 16. giinlerde kontrol grubu ve SRB gruplardan elde edilen fetiis

sayilart degerlendirilmistir. Tiim giinlerde her iki grupta da fetiis sayilar1 benzer olarak

bulunmustur (12. giin p=0.628; 14. giin p=0.102; 16. giin p=0.896) (Tablo 4.4) (Sekil

4.6).
Tablo 4.4. Kontrol grubu ve SRB grubunda 12., 14. ve 16. giinlerde fetiis sayilan (ortalama + standart
sapma)
Fetiis Sayis1 Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Ortalama + Ortalama +
Standart hata Standart hata
(SEM) (SEM)
12. Giin 7.750 + 0.552 7.083 +0.229 p=0.628
14. Giin 8.250 +£0.429 7.333 £0.284 p=0.102
16. Giin 8.000 £ 0.537 8.083 £ 0.336 p=0.896
10
- Hl Kontrol
8- m [ SRBG
(Z) - e
2 6
w i
%)
3 44
©
u -
2
=

T T T
12. Gin 14. Gin 16. Glin

Sekil 4.6. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde fetiis sayilari.
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4.6. Lokomotor Aktivite Degerlendirmeleri

Kontrol gruplarinda ve SRB gruplarda; gebelik dncesi (GO) ve gebeligin ikinci giiniinde
birinci ve ikinci kayitlar alindi (Sekil 4.7). Bu degerlendirmeler sonucunda; gebelik
oncesinde ve gebeligin 2. giiniinde, kontrol ve SRB gruplarinda alinan toplam yol, hiz,
girilen kare sayis1 ve i¢/dis kadranda gegirilen siire oraninda anlamli bir fark gézlenmedi
(Alinan toplam yol p=0.928; Ortalama hiz p=0.744; Girilen kare sayis1 p=0.787; Dis/i¢
kadranda gegirilen siire p=0.979) (Sekil 4.7).

Gebelik Oncesi ve Gebeligin lkinci Guniinde Elde Edilen Kayitlar
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Sekil 4.7. Kontrol grubu ve SRB gruplarda; gebelik 6ncesi ve gebeligin 2. giniinde 12, 14, 16 ginliik
deney gruplarina ait annelerden elde edilen lokomotor aktivite sonuglar1 (GO: Gebelik 6ncesi; G2-K12:
Gebeligin 2. Giiniinde Kontrol 12 giinliik; G2-K14: Gebeligin 2. Giiniinde Kontrol 14 giinliik; G2-K16:
Gebeligin 2. Giiniinde Kontrol 16 giinliik; G2-SRB12: Gebeligin 2. Giiniinde SRB 12 giinliik; G2-SRB14:
Gebeligin 2. Giiniinde SRB 14 giinliikk; G2-SRB16: Gebeligin 2. Giiniinde SRB 16 giinliik).
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Gebeligin 11., 13. ve 15. Giinlerinde Elde Edilen Kayitlar
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Sekil 4.8. Kontrol grubu ve SRB gruplarda; gebeligin 11., 13. ve 15. giinlerinde elde edilen lokomotor
aktivite sonuglari.

Kontrol gruplarinda ve SRB gruplarda, gebeligin 12, 14, ve 16. giinlerindeki lokomotor
aktiviteyi degerlendiren iicilincii kayitlar; gebeligin 11., 13. ve 15. giinlerinde alindi
(Sekil 4.8). Sirkadiyen ritimi bozulan gruplarda, kontrol gruplarina oranla girilen kare
sayisinda azalis goriildii ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildi (Girilen kare
sayisi; 11. giin p=0.338; 13. giin p=0.339, 15. giin p=0.173). Alinan toplam yol ve
ortalama hiz degerlendirildiginde; kontrol grubuna kiyasla SRB grubunda goriilen azalis
11 ve 13. giinlerde istatistiksel olarak anlamli degil iken (11. giin i¢in; alinan toplam yol
p=0.599, ortalama hiz p=0.467; 13. giin icin; alinan toplam yol p=0.658, ortalama hiz
p=0,206), bu azalis gebeligin 15. giiniinde istatistiksel olarak anlamliyd: (15. giin igin;
alinan toplam yol p=0.000158, ortalama hiz p=0.0113) (Sekil 4.8). Bir anksiyete
belirteci olan dis/i¢ kadranda gegirilen siire oran1 degerlendirildiginde; kontrol grubuna
kiyasla SRB grupta goriilen artis, gebeligin 11. giiniinde istatistiksel olarak anlaml
degilken (11. giin i¢in dis/i¢ kadranda gegirilen siire p=0.112), gebeligin 13. (p=0.0351)
ve 15. (p=0.000329) giinlerinde istatistiksel olarak anlamliydi (Sekil 4.8).
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4.7. Kontrol Grubunda ve SRB Grupta Plasenta Kompartmanlarinin
Degerlendirilmesi

Gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde kontrol gruplart ve SRB gruplardan elde edilen
plasenta Kkesitlerine rutin hematoksilen-eozin boyamasi yapildi ve kesitler 151k

mikroskobu ile degerlendirildi.

4.7.1. Gelisimin 12. Giiniine Ait Bulgular

Gebeligin 12, gliniindeki kontrol grubu farelerin plasentalarinda; labrint,
spongiyotrofoblast ve desidua tabakalar1 belirgin olarak ayirt edilebildi (Sekil 4.9)
Desidua tabakasinda desidual hiicreler, maternal kan ve glikojenik hiicreler gozlendi
(Sekil 4.10). Plasentanin labrint tabakasinin fetal kan damarlar1 ve fetal kan hiicreleri
belirgin olarak izlendi (Sekil 4.9 ve dikddrtgen ile biiyiitiilen alan). Labrint tabakanin en
disinda ise Reichert membrani ve membranin iizerinde pariyetal endodermal hiicreler
gozlendi (Sekil 4.10). Spongiyotrofoblast tabakasinda; dev trofoblast hiicreleri ve
spongiyotrofoblast hiicreleri gézlendi (Sekil 4.10).

Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait plasenta kesitlerinde; kontrol grubundan farkli olarak
ii¢ temel kompartmanin birbirinden keskin sinirlarla ayrilmadigi tespit edilmistir (Sekil
4.9). Spongiyotrofoblast tabakasinda bulunan spongiyotrofoblast hiicrelerinin labrint
tabakada da bulunmasindan dolay1 tabakalar i¢ ice gegmis gibi goriinmektedir. Diger
yandan; spongiyotrofoblast tabakasinda, kontrol grubundan farkli olarak, glikojenik
hiicrelere rastlanmistir. Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait plasentalarin labrint
tabakasinda kontrol grubuna oranla fetal kan damarlar1 ve fetal kan hiicrelerinde azalig

goriilmiistiir. Desidua tabakasinda desidual hiicreler ve maternal kan gozlendi (Sekil

4.10).

Kontrol grubu ve SRB grubu plasentalarda toplam alan, desidua tabakasinin boyutu,
labrint tabakasinin boyutu ve spongiyotrofoblast tabakasinin boyutu degerlendirilmistir
(Sekil 4.11). Kontrol grubu ve SRB grubu plasentalarin toplam alanlari
karsilastirildiginda; SRB grubunda kontrole gore azalis goriilmekle birlikte bu azalig
istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.171) (Tablo 4.5) (Sekil 4.11). Kontrol grubu ve
SRB grubu plasentalarin labrint tabaka boyutlar1 degerlendirildiginde bir fark
gozlenmemistir (p=0.860) (Tablo 4.5) (Sekil 4.11). Spongiyotrofoblast tabaka boyutlari

41



degerlendirildiginde, SRB grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig
goriiliirken (p<0.001), desidual tabaka boyutunda ise SRB grupta kontrole gore
istatistiksel olarak anlaml1 bir azalis gozlenmistir (p<0.001) (Tablo 4.5) (Sekil 4.11).

Gelisimin 12. GUnu

Kontrol Grubu

Sekil 4.9. Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin 4x
biiyiitmede goriintiilenmis hematoksilen-€0zin boyamalari (D:Desidua, Sp: Spongiyotrofoblast, L: Labrint
Alan). Plasenta kesitlerinde; diskoid plasentanin tiim kompartmanlarini gorecek sekilde ve gobek
kordonunudan gegen kesitler elde edilerek, tiim gruplar igin standardizasyon saglanmistir.
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Kontrol

SRBG

Sekil 4.10. Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin
10x biyiitmede gorintilenmis hematoksilen-eozin boyamalar1 (D:Desidua, SP:Spongiyotrofoblast,
L:Labrint Alan, dth:dev trofoblast hiicreleri, st:spongiyotrofoblast hiicreleri, Ok baslari: Reichert
membrani.). Plasenta kesitlerinde; diskoid plasentanin tiim kompartmanlarini goérecek sekilde ve gobek
kordonunudan gegen kesitler elde edilerek, tiim gruplar igin standardizasyon saglanmistir.
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Tablo 4.5. Kontrol grubu ve SRB grubunda 12. giinde plasenta alan ve boyut dl¢iimleri (ortalama +
standart sapma)

Alan ve Boyut | Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Olgiimleri Ortalama + Standart | Ortalama + Standart

hata (SEM) hata (SEM)
12. Giin 1387.27 + 25.324 1164.18 + 130.911 p=0.171
Toplam Alan
(cm?)
12. Giin 565.898 + 24.412 256.196 + 14.373 p<0.001
Desidua Tabakasi
Boyutu (mm)
12. Giin 193.583 + 5.049 281.167 +5.042 p<0.001
Spongiyotrofoblast
Tabakasi Boyutu
(mm)
12. Giin 318.833 + 5.304 314.917 £ 11.094 p=0.860
Labrint Tabakas:
Boyutu (mm)
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Sekil 4.11. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde toplam plasenta alani, desidua tabaka
boyutu, spongiyotrofoblast tabaka boyutu ve labrint tabaka boyutunun degerlendirilmesi.
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4.7.2. Gelisimin 14. Giiniine Ait Bulgular

Gebeligin 14. gliniinde kontrol grubunda, plasentanin 12. giindeki plasentaya kiyasla
belirgin olarak gelismis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.12). Bu grupta; labrint tabaka
daha da gelismis ve bu tabakadaki fetal damarlar ile i¢erdikleri eritroblastlar agik¢a ayirt
edilebilmektedir (Sekil 4.13). Spongiyotrofoblast tabakasinda; dev trofoblast hiicreleri,
glikojenik hiicreler ve spongiyotrofoblast hiicreleri gozlenmistir (Sekil 4.13). Desidua

tabakasinda desidual hiicreler ve maternal kan gozlendi (Sekil 4.13).

Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait plasentalarin kesitlerinde, plasentanin daha kiigiik
boyutlarda oldugu gézlenmistir (Sekil 4.12). Desidua tabakasinda desidual hiicreler ve
maternal kan gozlendi (Sekil 4.13). Spongiyotrofoblast tabakasinda; spongiyotrofoblast
hiicreleri ve glikojenik hiicreler gozlenmistir. Ayn1 zamanda bu tabakada fibrinoid
benzeri yapilara rastlanmistir. (Sekil 4.13) Labrint tabakasinda ise; fetal damarlar ve

fetal eritroblastlar ayirt edilebilmistir (Sekil 4.13).

Kontrol grubu ve SRB gruba ait plasentalarda toplam alan, desidua tabakasinin boyutu,
labrint tabakasinin boyutu ve spongiyotrofoblast tabakasinin boyutu degerlendirilmistir
(Sekil 4.14). Kontrol grubu ve SRB grubu plasentalarin toplam alanlar
degerlendirildiginde SRB grubunda azalis goriilmektedir, fakat bu azalis istatistiksel
olarak anlamli degildir (p=0.103) (Tablo 4.6) (Sekil 4.14). Kontrol grubu ve SRB grubu
plasentalarin labrint tabaka boyutlar1 degerlendirildiginde bir fark gozlenmezken
(p=0.852), spongiyotrofoblast tabaka boyutlar1 degerlendirildiginde SRB grupta kontrole
oranla bir azalis goriilmiistiir. Bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.551)
(Tablo 4.5) (Sekil 4.14). Desidual tabaka boyutu degerlendirildiginde SRB grupta
kontrole oranla anlamli bir azalis gozlenmistir (p=0.037) (Tablo 4.5) (Sekil 4.14).
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Gelisimin 14. GUnu
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Sekil 4.12. Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin 4x
biiyiitmede goriintillenmis hematoksilen-eozin boyamalari (D:Desidua, Sp: Spongiyotrofoblast, L: Labrint
Alan). Plasenta kesitlerinde; diskoid plasentanin tiim kompartmanlarini gorecek sekilde ve gobek
kordonunudan gecen kesitler elde edilerek, tiim gruplar igin standardizasyon saglanmistir.
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Sekil 4.13. Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin
10x ve 20x biylitmede gorintilenmis hematoksilen-e0zin boyamalart  (D:Desidua, SP:
Spongiyotrofoblast, L: Labrint Alan, st: spongiyotrofoblast hiicreleri, gh: glikojenik hiicreler). Plasenta
kesitlerinde; diskoid plasentanin tim kompartmanlari gorecek sekilde ve gobek kordonunudan gegen
kesitler elde edilerek, tiim gruplar i¢in standardizasyon saglanmuistir.
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Tablo 4.6. Kontrol grubu ve SRB grubunda 14. giinde plasenta alan ve boyut Ol¢iimleri (ortalama +
standart sapma)

Alan ve Boyut | Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Olgiimleri Ortalama + Standart | Ortalama + Standart

hata (SEM) hata (SEM)
14. Giin 1466.582 + 32.061 1100.077 + 36.065 p=0.103
Toplam Alan
(cm?)
14. Giin 472.838 + 29.446 395.133 + 16.541 p=0.037
Desidua Tabakasi
Boyutu (mm)
14. Giin 272.667 +11.580 258.083 + 6.958 p=0.551
Spongiyotrofoblast
Tabakasi Boyutu
(mm)
14. Giin 437.250 + 9.669 442.167 +10.876 p=0.852
Labrint Tabakas:
Boyutu (mm)
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Sekil 4.14. Kontrol ve SRB gruplarda 14. giinde toplam plasenta alam, desidua tabaka boyutu,
spongiyotrofoblast tabaka boyutu ve labrint tabaka boyutunun degerlendirilmesi.
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4.7.3. Gelisimin 16. Giiniine Ait Bulgular

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda; plasentanin labrint tabakasinin biliylimeye
devam ettigi ve en genis kompartman halini aldig1 gozlemlendi (Sekil 4.15). Bu grupta;
labrint tabakadaki fetal damarlar ile igerdikleri eritroblastlar agik¢a ayirt
edilebilmektedir (Sekil 4.16). Spongiyotrofoblast tabakasinda; glikojenik hiicreler ve
spongiyotrofoblast hiicreleri goriilmiistiir (Sekil 4.15). Desidua tabakasinda ise; desidual

hiicreler ve maternal kan gozlenmistir (Sekil 4.16).

Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait plasentalarin kesitlerinde, plasentanin daha kiigiik
boyutlarda oldugu ve spongiyotrofoblast tabakasinin boyutunun kontrol grubuna gore
kiiglildiigti goriilmistiir (Sekil 4.15). Desidua tabakasinda; desidual hiicreler ve maternal
kan gozlenmistir (Sekil 4.16). Spongiyotrofoblast tabakasinda; glikojenik hiicreler ve
maternal kan gozlenirken, labrint tabakasinda fetal damarlar ve eritroblastlar

gozlenmistir (Sekil 4.16).

Kontrol grubu ve SRB gruba ait plasentalarda toplam alan, desidua tabakasinin boyutu,
labrint tabakasinin boyutu ve spongiyotrofoblast tabakasinin boyutu degerlendirilmistir
(Sekil 4.17). Kontrol grubu ve SRB grubu plasentalarin toplam alanlar
degerlendirildiginde SRB grubunda anlamli bir azalis goriilmektedir (p<0.001) (Tablo
4.7) (Sekil 4.17). Kontrol grubu ve SRB grubu plasentalarin labrint tabaka boyutlar
degerlendirildiginde bir azalis gézlenmistir fakat bu azalis istatistiksel olarak anlamli
degildir (p=0.583) (Tablo 4.7) (Sekil 4.17). Spongiyotrofoblast tabaka boyutlari
degerlendirildiginde SRB grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalig
goriilmistir (p<0.001) (Tablo 4.7) (Sekil 4.17). Desidual tabaka boyutlari
degerlendirildiginde ise, SRB grupta kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artig

gozlenmistir (p=0.003) (Tablo 4.7) (Sekil 4.17).
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Sekil 4.15. Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin 4x
biiyiitmede goriintiilenmis hematoksilen-e0zin boyamalari (D:Desidua, SP: Spongiyotrofoblast, L: Labrint
Alan). Plasenta kesitlerinde; diskoid plasentanin tiim kompartmanlarini gorecek sekilde ve gobek
kordonunudan gecen kesitler elde edilerek, tiim gruplar i¢in standardizasyon saglanmistir.
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Sekil 4.16. Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubu ve SRB gruplarindan elde edilen plasenta kesitlerinin
10x wve 20x biyilitmede goriintilenmis hematoksilen-eozin boyamalar1  (D:Desidua, SP:
Spongiyotrofoblast, L: Labrint Alan, st: Spongiyotrofoblast hiicreleri, gh: Glikojenik hiicreler). Plasenta
kesitlerinde; diskoid plasentanin tiim kompartmanlarim gorecek sekilde ve gobek kordonunudan gegen
kesitler elde edilerek, tiim gruplar i¢in standardizasyon saglanmistir.
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Tablo 4.7. Kontrol grubu ve SRB grubunda 16. giinde plasenta alan ve boyut 6l¢iimleri (ortalama +

standart sapma)
Alan ve Boyut | Kontrol grubu SRB Grup P degeri
Olgiimleri Ortalama + Standart | Ortalama + Standart
hata (SEM) hata (SEM)
16. Giin 1665.496 + 66.849 1121.265 + 48.139 p<0.001
Toplam Alan
(cm?)
16. Giin 437.288 +17.769 527.529 + 18.239 p=0.003
Desidua Tabakasi
Boyutu (mm)
16. Giin 301.083 + 12.250 186.500 £ 7.957 p<0.001
Spongiyotrofoblast
Tabakasi Boyutu
(mm)
16. Giin 550.083 + 12.518 544,972 +11.518 p=0.583

Labrint Tabakasi
Boyutu (mm)
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Sekil 4.17. Kontrol ve SRB gruplarda 16. giinde toplam plasenta alam, desidua tabaka boyutu,
spongiyotrofoblast tabaka boyutu ve labrint tabaka boyutunun degerlendirilmesi.
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4.8. qRT-PZR Bulgulan

Gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde kontrol gruplart ve SRB gruplardan elde edilen
plasenta dokularinda qRT-PZR metoduyla Bmall, Clock, Npas2, Perl, Per2, Per3, Cryl
ve Cry2 ekspresyonlar1 degerlendirildi.

4.8.1. Gebeligin Farkh Giinlerinde Sirkadiyen Saat Genlerinin mMRNA Ekspresyon
Seviyeleri

Kontrol grubu ve SRB gruba ait gebeligin 12., 14. ve 16. Giinlerindeki plasentalarda
Bmall, Clock, Npas2, Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2 mRNA ekspresyonlar1 qRT-PZR
ile degerlendirilmistir. Degerlendirilen tiim genlerin ekspresyonlarinin gebeligin 12., 14.
ve 16. giinlerinden elde edilen plasentalarda var oldugu belirlenmistir (Sekil 4.18) (Sekil
4.19).

Bmall

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim gilinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.giin)
Bmall gen ekspresyon seviyesinin artan gelisim giinlerine paralel olarak arttigi
gbzlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.18). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Bmall ekspresyon
seviyesinin plasentanin gelisim giinlerine gore arttigi gozlenmistir ancak bu genin
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore diistiktiir (p<0.001) (Sekil 4.28). Gebeligin 12.
giniinde SRB grubunda Bmall gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azalmistir (p<<0.001) (Sekil 4.18). Gebeligin 14.
gliniinde, SRB grubunda Bmall gen ekspresyon seviyesi kontrole gore azalmistir ancak
bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.171) (Sekil 4.18). Gebeligin
16.glintinde ise, SRB grubunda Bmall ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore

azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.303) (Sekil 4.18).

Clock
Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.glin ve 16.giin)
Clock gen ekspresyon seviyesinin artan gelisim giinlerine paralel olarak arttig1
gozlenmistir (p<0.001) (Sekil 4.18). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, plasenta gelisim
giinlerinde Clock ekspresyon seviyesi benzerdir (p=0.426) (Sekil 4.18). Gebeligin 12.
giiniinde SRB grubunda Clock gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuyla benzerdir
(p=0.562) (Sekil 4.18). Gebeligin 14. giiniinde, SRB grubunda Clock gen ekspresyon
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seviyesi kontrole gore azalmigti ancak bu azalig istatistiksel olarak anlamli degildir
(p=0.585) (Sekil 4.18). Gebeligin 16.giiniinde ise, SRB grubunda Clock ekspresyon
seviyesi kontrol grubuna gore azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli

degildir (p=0.277) (Sekil 4.18).

Npas2

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.giin)
Npas2 gen ekspresyon seviyesinin giinlere gore degistigi gozlenmistir (p<0.001) (Sekil
4.18). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, plasenta gelisim giinlerinde Npas2 ekspresyon
seviyesi benzerdir (p=0.745) (Sekil 4.18). Gebeligin 12. giinlinde SRB grubunda, Npas2
gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuyla benzerdir (p=0.585) (Sekil 4.18). Gebeligin
14. giintinde, SRB grubunda Npas2 gen ekspresyon seviyesi kontrole gore istatistiksel
olarak anlamh diizeyde artmustir (p<0.001) (Sekil 4.18). Gebeligin 16.giinlinde ise, SRB
grubunda Npas2 eckspresyon seviyesi kontrol grubuna goére artmistir ancak bu artis

istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.102) (Sekil 4.18).

Perl

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.giin) Perl
gen ekspresyon seviyesi 12. ve 14. giinlerde benzer iken (p=0.012), 16. giinde anlamli
olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.18). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Perl
ekspresyon seviyesi 12. ve 14. giinlerde benzer iken (p=0.338), 16. giinde azalmistir. Bu
azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.338) (Sekil 4.18). Gebeligin 12. ve 14
giinlerinde SRB grubunda, Perl gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuyla benzerdir (12.
giin icin p=0.624, 14. giin icin p=0.853) (Sekil 4.18). Gebeligin 16. giiniinde, SRB
grubunda Perl gen ckspresyon seviyesi kontrole gore anlamli diizeyde azalmistir

(p=0.038) (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde Bmall, Clock, Npas2 ve Perl mRNA
ekspresyonlarimin degerlendirilmesi. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ve Holm-Sidak pos hoc
testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve SRB grup verileri ZT zaman dilimlerine gore
Student’s t testi ile degerlendirilmistir. P<0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.

Per2

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.gilin) Per2
gen ekspresyon seviyesinin giinlere gore degismedigi, benzer oldugu gozlenmistir
(p=0.806) (Sekil 4.19). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta da kontrole benzer sekilde, Per2
ekspresyon seviyesi gelisim giinlerinde benzerdir (p=0.987) (Sekil 4.19). Tiim gebelik
giinlerinde SRB grubunda Per2 gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna oranla
azalmistir. Ancak bu azalislar istatistiksel olarak anlamli degildir (12. giin i¢in p=0.870,
14. giin i¢in p=0.942, 16. giin i¢in p=0.853) (Sekil 4.19).
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Per3

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim gilinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.gilin) Per3
gen ekspresyon seviyesinin giinlere gore degismedigi, benzer oldugu goézlenmistir
(p=0.891) (Sekil 4.19). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta da kontrole benzer sekilde, Per3
ekspresyon seviyesi gelisim giinlerinde benzerdir (p=0.736) (Sekil 4.19). Tiim gebelik
giinlerinde SRB grubunda Per3 gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore
azalmistir. Bu azalislar istatistiksel olarak anlamli degildir (12. giin i¢in p=0.076, 14.
giin i¢in p=0.731, 16. giin i¢in p=0.933) (Sekil 4.19).

Cryl

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.giin) Cryl
gen ekspresyon seviyesinin giinlere gore benzer oldugu gozlenmistir (p=0.977) (Sekil
4.19). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta da kontrole benzer sekilde, Cryl ekspresyon
seviyesi gelisim giinlerinde benzerdir (p=0.945) (Sekil 4.19). Tiim gebelik giinlerinde
SRB grubunda Cryl gen ekspresyon seviyesi kontrol grubuna benzerdir (12. giin igin
p=0.978, 14. giin i¢in p=0.951, 16. giin i¢in p=0.763) (Sekil 4.19).

Cry2

Kontrol grubunda plasentanin farkli gelisim giinlerinde (12.giin, 14.giin ve 16.giin) Cry2
gen ekspresyon seviyesi 12.giinde yiiksek iken 14. ve 16. giinlerde azalmistir. Bu
degisim istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.051) (Sekil 4.19). Sirkadiyen ritmi
bozulan grupta, Cry2 ekspresyon seviyesi gelisim giinlerinde benzerdir (p=0.978) (Sekil
4.19). Gebeligin 12. giiniinde SRB grubunda Cry2 ekspresyon seviyesi kontrole gore
azalmistir ancak bu azalis istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0.996) (Sekil 4.19).
Gebeligin 14. ve 16. giinlerinde ise SRB grubunda Cry2 gen ekspresyon seviyesi kontrol
grubuyla benzerdir (14. giin i¢in p=0.359, 16. giin i¢in p=0.489) (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde Per2, Per3, Cryl ve Cry2 mRNA
ekspresyonlarimin degerlendirilmesi. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ve Holm-Sidak pos hoc
testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve SRB grup verileri ZT zaman dilimlerine gore
Student’s t testi ile degerlendirilmistir. P<0.05 anlaml olarak kabul edilmistir.

4.8.2. Gebelik Giinlerinde Sirkadiyen Gen MRNA Ekspresyon Seviyelerinin
Giinliik Ritmikligi

Kontrol grubu ve SRB gruba ait gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerindeki plasentalardaki
ZT zaman noktalarinda (ZT0, ZT6, ZT12, ZT18) Bmall, Clock, Npas2, Perl, Per2,
Per3, Cryl ve Cry2 mRNA ritmik ekspresyonlar1 qRT-PZR yoOntemiyle
degerlendirilmistir. Kantitatif ger¢ek zamanli PZR sonras1 drnekler jelde yiiriitiilerek de

goriintiilenmistir.

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Bmall
Gebeligin 12. giinlinde kontrol grubunda Bmall ekspresyon seviyesi ZTO zaman
dilimine gore ZT6, ZT12 ve ZT18de anlaml olarak azalmistir (p<<0.001) (Sekil 4.20).

Sirkadiyen ritmi bozulan grupta kontrol grubuna benzer sekilde Bmall ekspresyon
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seviyesi ZT6, ZT12 ve ZT18’de ZTO zaman dilimine gore anlamli olarak azalmigtir
(p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gére Bmall
ekspresyonu ZTO0, ZT6, ZT12 ve ZT18 zaman dilimlerinde anlamli olarak azalmistir
(p<0.001) (Sekil 4.20). Ayni1 6rneklerin jelde yiiriitilmesi ile elde edilen bant bulgulari,
gRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.21).

Gebeligin 14.gliniinde kontrol grubunda Bmall ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda pik yaparken, ZT12 ve ZT18 zaman noktalarinda anlaml
olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrole
benzer sekilde Bmall ekspresyonu ZT6 zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001),
ZT12 ve ZT18 zaman noktalarinda anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20).
Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna goére ZTO, ZT12 ve ZT18 zaman
dilimlerinde anlamli olarak artis gosterirken, ZT6’da anlamli olarak azalmistir (ZTO i¢in
p=0.031, ZT6 igin p<0.001, ZT12 igin p<0.001, ZT18 i¢in p<0.001) (Sekil 4.20). Ayn1
orneklerin jelde yiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar ile
uyumludur (Sekil 4.21).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Bmall ekspresyon seviyesi ZT0’a gore ZT6
zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001), ZT12 ve ZT18 zaman noktalarinda azalis
gostermektedir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta ise, ZT0’a gore
ZT6 ve ZT12 zaman noktalarinda artis gozlenirken (p<0.001), ZT18’de azalmistir
(p<0.001). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Bmall ekspresyon seviyesi kontrole gore
ZT0 ve ZT6 zaman noktalarinda ekspresyon seviyesi diisiitkken (ZTO i¢in p=0.002, ZT6
icin p<0.001), ZT12 zaman noktasinda anlamli diizeyde yiiksektir (p<0.001) (Sekil
4.20). Aym Orneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR
sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.21).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Clock
Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Clock ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi

bozulan grupta, Clock ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine gore ZT18’de anlamli
olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol
grubuna gore ZT0, ZT6 ve ZT18 zaman dilimlerinde Clock ekspresyon seviyesi anlamli
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olarak azalirken, ZT12de anlamli olarak artmistir (ZTO i¢in p<0.001, ZT6 i¢in p<0.001,
ZT12 i¢in p<0.001, ZT18 icin p=0.008) (Sekil 4.20). Ayn1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi
ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.21).

Gebeligin 14. giinlinde kontrol grubunda Clock ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Clock ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<<0.001)
(Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore ZT6 ve ZT18 zaman
dilimlerinde Clock ekspresyon seviyesi anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20).
Ayni 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglari ile
uyumludur (Sekil 4.21).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Clock ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Clock ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gére ZT6 ve ZT12’de anlamli olarak artarken (p<0.001),
ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Clock
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore ZTO ve ZT6 zaman noktalarinda anlamli
azalis gozlenirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18 zaman dilimlerinde ise anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Aym1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant
bulgulari, QRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.21).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Npas?
Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Npas2 ekspresyon seviyesi ZTO zaman
dilimine goére ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20).

Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Npas2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine goére
ZT6 ve ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi
bozulan grupta, kontrol grubuna gére ZT0 ve ZT6 zaman dilimlerinde Npas2 ekspresyon
seviyesi anlamli olarak azalirken (p<0.001), ZT12de anlamli olarak artmistir (p<<0.001)
(Sekil 4.20). Ayn1 6rneklerin jelde yiirtitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR
sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.21).
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Gebeligin 14. giinlinde kontrol grubunda Npas2 ekspresyon seviyesi ZTO zaman
dilimine gore ZT6 zaman noktasinda pik yaparken, ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
azalmigtir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Npas2 ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT6, ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak azalmigtir
(p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore ZTO,
ZT12 ve ZT18 zaman dilimlerinde Npas2 ekspresyon seviyesi anlamli olarak artmistir
(p<0.001) (Sekil 4.20). Ayn1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari,
gRT-PZR sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.21).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Npas2 ekspresyon seviyesi ZTO zaman
dilimine gore ZT6 zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001), ZT18’de anlamli olarak
azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Npas2 ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001)
(Sekil 4.20). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore ZT0 ve ZT18 zaman
noktalarinda anlamh artis gozlenirken (p<0.001), ZT12’de ise Npas2 ekspresyon
seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0.01) (Sekil 4.20). Aymi Orneklerin jelde
yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil
4.21).
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Sekil 4.20. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde Bmall, Clock ve Npas2 mRNA
ekspresyonlarimin degerlendirilmesi. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ve Holm-Sidak pos hoc
testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve SRB grup verileri ZT zaman dilimlerine gore
Student’s t testi ile degerlendirilmistir. *; kontrol grubu i¢in ZT zaman dilimlerine gore anlamliligi, #,
SRB grubu i¢in ZT zaman dilimlerine gore anlamliligi, a; kontrol ve SRB gruplar arasinda ZT zaman
dilimlerine gore anlamlilig ifade etmektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Sekil 4.21. Kontrol ve SRB gruplarda gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde Bmall, Clock, Npas2 ve Beta-
aktin genlerinin jel goriintiileri (Bmal1=183 bg, Clock=189 bg, Npas2=175 b¢, Beta-aktin=74 bg).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Perl

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Perl ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gbére ZT6’da azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmis ve ZT12’de
pik ypmustir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Perl ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir ve kontrol
grubunsa benzer sekilde ZT12 pik noktasidir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi
bozulan grupta, kontrol grubuna gore ZT6 zaman diliminde anlamli olarak artarken
(p<0.001), ZTO ve ZT18 zaman dilimlerinde Perl ekspresyon seviyesi anlamli olarak
azalmistir (ZTO i¢in p=0.006, ZT18 i¢in p<0.001) (Sekil 4.22). Aynm 6rneklerin jelde
yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, QRT-PZR sonuclar1 ile uyumludur (Sekil
4.23).
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Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda Perl ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18de anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Perl ekspresyon
seviyesi ZTO zaman dilimine gore ZT6’da azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de
anlamli olarak artmistir (p<<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol
grubuna gore Perl ekspresyon seviyesi benzerdir. Ayni 6rneklerin jelde yliriitiilmesi ile

elde edilen bant bulgular1, qRT-PZR sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.23).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Perl ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT12 zaman noktasinda pik yaparken (p<0.001), ZT18’de anlamli olarak artmistir
(p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Perl ekspresyon seviyesi ZT0
zaman dilimine gore ZT6’da anlamli azalis gosterirken (p<0.001), ZT12’de anlaml
olarak artmistir (p=0.003) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Perl
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore ZT6 zaman noktasinda anlamli artig
gozlenirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de ise anlaml1 olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil
4.22). Aymi oOrneklerin jelde yiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR
sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.23).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Per?

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Per2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6’da azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmis ve ZT12’de
pik yapmustir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Per2 ekspresyon

seviyesi ZT0 zaman dilimine goére ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir (p<0.001)
(Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Per2 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna
gbére ZT6 zaman diliminde anlamli olarak azalirken (p<0.001), ZT18 zaman noktasinda
anlamli olarak artmistir (p<<0.001) (Sekil 4.22). Ayni1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile
elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.23).

Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda Per2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gére ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
artmistir ve ZT12’de pik yapmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan
grupta, Per2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT6’da azalirken (p<0.001),
ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi
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bozulan grupta, kontrol grubuna gore Per2 ekspresyon seviyesi ZTO ve ZT6 zaman
noktalarinda artmis (ZTO icin p=0.002, ZT6 i¢in p=0.032), ZT12’de anlamli olarak
azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Ayn1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant
bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.23).

Gebeligin 16. giinliinde kontrol grubunda Per2 ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
artmistir ve ZT12de pik yapmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan
grupta, Per2 ekspresyon seviyesi ZT0O zaman dilimine gore ZT12 ve ZT18’de anlaml
olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Per2
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore ZT6 zaman noktasinda anlamli artis
gozlenirken (p<0.001), ZT12’de ise anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.22).
Ayni 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglari ile
uyumludur (Sekil 4.23).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Per3

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Per3 ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6’da azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir (p<<0.001)
(Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Per3 ekspresyon seviyesi ZTO zaman
dilimine gore ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.22).

Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Per3 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore ZT6

zaman diliminde anlamli olarak artarken (p<0.001), ZTO0, ZT12 ve ZT18 zaman
dilimlerinde anlamli olarak azalmistir (p<<0.001) (Sekil 4.22). Ayni 6rneklerin jelde

yiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil
4.23).

Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda Per3 ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gére ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18de anlamli olarak
artmistir ve ZT12’de pik yapmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan
grupta, Per3 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine gére ZT6’da artmustir (p=0.010)
(Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore Per3 ekspresyon
seviyesi ZT6 zaman noktasinda artmis (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
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azalmistir (ZT12 i¢in p<0.001, ZT18 i¢in p=0.003). Ayn1 6rneklerin jelde yliriitiilmesi
ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.23).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Per3 ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
artmistir ve ZT12’de pik yapmistir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan
grupta, Per3 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT6’da azalmis ve ZT12’de
pik yapmustir (p<0.001) (Sekil 4.22). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna
gore ZTO ve ZT6 zaman noktasinda anlamh artis gozlenirken (ZTO icin p<0.001, ZT6
icin p=0.005), ZT12 ve ZT18’de ise Per3 ekspresyon seviyesi anlamli olarak azalmistir
(ZT12 i¢in p<0.001, ZT18 i¢in p=0.003). Aym Orneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde
edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.23).
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Sekil 4.22. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. ginlerde Perl, Per2 ve Per3 mRNA
ekspresyonlarimin degerlendirilmesi. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ve Holm-Sidak pos hoc
testi ile istatistiksel olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve SRB grup verileri ZT zaman dilimlerine gore
Student’s t testi ile degerlendirilmistir. *; kontrol grubu i¢in ZT zaman dilimlerine gore anlamliligi, #,
SRB grubu i¢in ZT zaman dilimlerine gore anlamliligi, a; kontrol ve SRB gruplar arasinda ZT zaman
dilimlerine gore anlamlilig: ifade etmektedir. p<0.05 anlaml: olarak kabul edilmistir.
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Per1 Beta-Aktin

Kontrol SRBG Kontrol SRBG
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Per2 Beta-Aktin
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Sekil 4.23. Kontrol ve SRB gruplarda gebeligin 12., 14. ve 16. ginlerinde Perl, Per2, Per3 ve Beta-aktin
genlerinin jel goriintiileri (Perl=186 bg, Per2=187 bg ve Per3=178 bg, Beta-aktin=74 bg).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Cry1l

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Cryl ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gore ZT6’da azalirken (p<0.001), ZT12’de pik yapmustir (p<0.001) (Sekil 4.24).
Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cryl ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine goére
Z7T6 ve ZT18’de anlamli olarak artmistir (ZT6 ig¢in p=0.004, ZT18 i¢in p<0.001) (Sekil
4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna goére ZT6 zaman diliminde
anlamli olarak artarken (p=0.003), ZTO ve ZT12 zaman dilimlerinde Cryl ekspresyon
seviyesi anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Ayni Orneklerin jelde
yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, QRT-PZR sonuclar1 ile uyumludur (Sekil
4.25).
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Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda Cryl ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18de anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cryl ekspresyon
seviyesi ZTO zaman dilimine gore ZT6’da azalmis ve ZT18’de pik yapmistir (p<<0.001)
(Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore Cryl ekspresyon
seviyesi ZTO ve ZT18 zaman noktalarinda artmis (p=0.003), ZT12’de anlamli olarak
azalmstir (p<0.001) (Sekil 4.24). Ayn1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant
bulgulari, qRT-PZR sonuglari ile uyumludur (Sekil 4.25).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Cryl ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cryl ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine goére ZT6’da azalmis ve ZT18’de pik yapmistir (p<0.001)
(Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore ZT6 zaman
noktasinda anlamli artis gozlenirken (p=0.047), ZT12’de ise Cryl ekspresyon seviyesi
anlaml olarak azalmistir (p<<0.001) (Sekil 4.24). Ayni1 6rneklerin jelde yiirtitiilmesi ile
elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.25).

12. giin, 14. Giin ve 16. Giin Cry2

Gebeligin 12. giiniinde kontrol grubunda Cry2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT12 ve ZT18de anlamli olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi
bozulan grupta, Cry2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine gore ZT12 ve ZT18’de
anlamli olarak artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cry2
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna gore ZTO ve ZT6 zaman dilimlerinde anlamli
olarak artarken (p<0.001), ZT12 ve ZT18 zaman dilimlerinde anlamli olarak azalmistir
(p<0.001) (Sekil 4.24). Ayn1 6rneklerin jelde yiiriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari,
gRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil 4.25).

Gebeligin 14. giiniinde kontrol grubunda Cry2 ekspresyon seviyesi ZTO zaman dilimine
gére ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18de anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cry2 ekspresyon
seviyesi ZT0 zaman dilimine gére ZT6, ZT12 ve ZT18de anlaml olarak azalmistir
(p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gore Cry2
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ekspresyon seviyesi ZTO ve ZT6 zaman noktalarinda artmis (p<0.001), ZT12 ve
ZT18’de anlamli olarak azalmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Ayni Orneklerin jelde
yuritiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, qRT-PZR sonuglar1 ile uyumludur (Sekil

4.25).

Gebeligin 16. giiniinde kontrol grubunda Cry2 ekspresyon seviyesi ZT0 zaman dilimine
gore ZT6 zaman noktasinda azalirken (p<0.001), ZT12 ve ZT18’de anlamli olarak
artmistir (p<0.001) (Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, Cry2 ekspresyon
seviyesi ZTO zaman dilimine gore ZT6 ve ZT18’de anlaml olarak azalmistir (p<0.001)
(Sekil 4.24). Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrol grubuna gére ZTO ve ZT6 zaman
noktalarinda anlaml artis gézlenirken (ZTO i¢in p=0.002, ZT6 i¢in p<0.001), ZT12 ve
ZT18de ise Cry2 ekspresyon seviyesi anlamli olarak azalmistir (p=0.003) (Sekil 4.24).
Ayni 6rneklerin jelde ytriitiilmesi ile elde edilen bant bulgulari, QRT-PZR sonuglari ile

uyumludur (Sekil 4.25).
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Sekil 4.24. Kontrol ve SRB gruplarda 12., 14. ve 16. giinlerde Cryl ve Cry2 mRNA ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi. Elde edilen veriler, one way ANOVA testi ve Holm-Sidak pos hoc testi ile istatistiksel
olarak degerlendirilmistir. Kontrol ve SRB grup verileri ZT zaman dilimlerine gore Student’s t testi ile
degerlendirilmistir. *; kontrol grubu igin ZT zaman dilimlerine gére anlamliligi, #; SRB grubu i¢in ZT
zaman dilimlerine gdre anlamlilifi, a; kontrol ve SRB gruplari arasinda ZT zaman dilimlerine gore
anlamliligr ifade etmektedir. p<0.05 anlamli olarak kabul edilmistir.
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Cry1 Beta-Aktin
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Sekil 4.25. Kontrol ve SRB gruplarda gebeligin 12., 14. ve 16. Giinlerinde Cryl, Cry2 ve Beta-aktin
genlerinin  jel goriintiileri (Cryl=152 be, Cry2=212 b, Beta-aktin=74 bg).
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5. TARTISMA

Bu tez kapsaminda, sirkadiyen saat genleri olan; Bmall, Clock, Npas2, Perl, Per2,
Per3, Cryl ve Cry2’nin normal fare plasenta gelisim siirecindeki (12, 14 ve 16. giinler)
151k dongiisiine bagli olan 24 saatlik ritmik ekspresyonlari ilk kez gosterilmistir. Ayrica,
gebelikleri boyunca 151tk dongiisii degistirilerek sirkadiyen ritmi bozulan annelerden
gelisim stirecinde (12, 14 ve 16. giinler) elde edilen plasentalarda, bu genlerin 24 saatlik
ritmik ekspresyonlarinin bozuldugu ortaya konmustur. Gen ekspresyonlarindaki bu
diizensizliklerin, gebelikte sirkadiyen ritmi bozulan annelerin fetiislerinde gelisen uterus
i¢i bilyiime geriligiyle (UIBG) iliskisi oldugu, fetiis, plasenta agirliklar1 ve plasenta
kompartmanlarinin (desidua, spongiotrofoblast ve labrint tabakalar) morfolojisi

degerlendirilerek gosterilmistir.

Sirkadiyen ritim, 24 saatlik periyotta, aydinlik ve karanlik dongiisiine bagli olarak,
viicutta ritmik sekilde meydana gelen giinliik biyolojik ritimdir ve viicutta pek ¢ok
hormonal, metabolik ve fizyolojik siireci diizenler. Memelilerde sirkadiyen ritmi
diizenleyen 7 temel gen (Bmall, Clock, Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2) bulunmaktadir
ve literatiirdeki calismalarda, bu genlerin birgok memeli tiiriinde {ireme sisteminin
fonksiyonlarimi diizenledigi bildirilmistir (Kennaway ve ark., 2012; Casper ve Gladanac,
2014) Bu genlerin birlikte ya da tek gen delesyonlari ya da mutasyonlar1 sonucunda
sadece sirkadiyen ritim bozulmakla kalmamis ayni zamanda iireme sistemi, fertilite ve
gebelik siireclerinde hatalar meydana gelmistir (Boden ve Kennaway, 2006; Kennaway
ve ark., 2012). Bmall geni silinmis disi farelerde, diizensiz 6strus siklusu ge¢ puberte
baslangici, proostrusta LH artisinin yetersizligi, serum progesteron seviyelerinde
diisiikligii ve implantasyon basarisizliklar: bildirilmistir (Ratajczak ve ark., 2009). Clock
geni silinmis disi farelerde ise anormal fenotipler ve yiiksek oranda fetal rezorpsiyon
(kayip/yok olmus) meydana gelmistir (B. H. Miller ve ark., 2004; Dolatshad ve ark.,
2006). Per geni silinmis disi farelerde, diisikk lireme basarisi ve kontrol grubuyla
karsilastirildiginda diisiik viicut agirlikli yavrularm dogumu gozlemlenmistir (Pilorz ve
Steinlechner, 2008). Tim bu gen silme modellerinde yapilan c¢alismalarda, ayni
zamanda, davranigsal ritim ve lokomotor aktivite deneyleri ile farelerin sirkadiyen
ritimlerinin bozuldugu da ortaya konmustur (B. H. Miller ve ark., 2004; Dolatshad ve
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ark., 2006; Pilorz ve Steinlechner, 2008; Ratajczak ve ark., 2009). Diger yandan Clock
geni ile iliskili bir insan g¢alismasinda 511 infertil kadin degerlendirilmis ve bu
kadinlarin bazilarinda Bmall ve Npas2 tekli niikleotid polimorfizmi (SNP) tespit
edilmistir. Tekli niikleotid polimorfizmi olan infertil kadmnlar ile SNP bulunmayan
infertil kadmnlarin gebelik kayiplar karsilastirildiginda; Bmall ya da Npas2 SNP olan
kadinlarda gebelik kayip oranlar1 anlamli sekilde yiiksek bulunmustur (Kovanen ve ark.,
2010). Literatiirde sinirli sayidaki ¢alismada, insanlarda term plasenta ve farelerin matiir
plasentalarinda, sirkadiyen saat genlerinin ritmik olarak eksprese edildigi gosterilmistir
(Barr, 1973; Ratajczak ve ark., 2010; Wharfe ve ark., 2011; Perez ve ark., 2015).
Kemirgenlerde gebelik siirecinde annenin ritmi aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek
bozuldugunda, bu annelerin fetuslarinda UIBG oldugu da literatiirde bildirilmistir
(Mendez ve ark., 2012; S. L. Miller ve ark., 2014). Sirkadiyen ritmin fonksiyon
gormesinin altinda molekiiler saat genleri ve onlarin diizenledikleri siire¢ler yatmaktadir.
Bu genlerin ekspresyonlar1 ve regiilasyonlar1 iireme sistemindeki bir¢ok dokuda
tamimlanmasina ragmen, erken gebelik siirecinde uterusta ve plasenta gibi gebelikle
iliskili dokulardaki durumu hakkinda literatiirde yeterli bilgi mevcut degildir. Tim bu
sebeplerle, sirkadiyen ritim bozuklugu ve {lireme sistemi arasindaki iliski giiniimiizde
onemli bir arastirma konusudur. Plasentanin, sirkadiyen ritmi diizenleyen molekiiler saat
genlerini normal gelisiminin hangi asamasinda ritmik olarak eksprese etmeye basladigi
ve aydinlik/karanlik dongiisii degistirilerek sirkadiyen ritim bozuldugunda ise plasenta
gelisim asamalarinda bu genlerin ekspresyonlarinin degisip degismedigi literatiirde

bilinmemektedir. Bu ¢alisma ile bu sorular aydinlatilmistir.

Calismamizda normal 12 saat aydinlik-12 saat karanlik 151k dongiisti degistirilerek
(vajinal plak goriildiigli glin gebe farelerin normal aydmnlik-karanlik dongiisii her 5
giinde bir 151k 6 saat ileri alinarak) sirkadiyen ritmin bozulmasi (SRB) saglanmistir Ve bu
annelerin fetiislerinde UIBG olusmustur. Elde ettigimiz verilerde, gebeligin 12., 14. ve
16. giinlerinde SRB grubu plasenta agirliklarinda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlamli bir azalma oldugu tespit edilmistir. Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait
fetiis agirliklarinda, plasenta agirliklarina benzer sekilde gebeligin 12., 14. ve 16.
giinlerinde kontrole gore azalma tespit edilmistir ve bu azalis gebeligin incelenen tiim

giinlerinde istatistiksel olarak anlamlidir. Literatiirde gebeligin 18. gilinlinde 151k
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diizeninin degistirilmesi ile fetiis agirliklarinin distiigii ve IUGR modeli olustugu
gosterilmistir (Mendez ve ark., 2012). Bizim c¢aligmamizda, literatiirde bilinen bu bilgi
bir basamak daha ileriye tasinarak, plasenta gelisiminin immatiir (12. giin),
matiirasyonun baslangic1 (14. giin) ve matiir (16. giin) evrelerinden baslayarak UIBG
olustugu kanitlanmistir. Ayrica; gebeligin 12., 14. ve 16. gilinlerinde SRB grubunda,
fetlis/plasenta agirlik oranlarinin kontrole gore azaldigi da goriilmiistiir ve bu azalig
gebeligin 12. ve 16. giinleri i¢in istatistiksel olarak anlamlidir. Boylece, 151k diizenin
bozulmasinin plasenta gelisim erken evrelerinden itibaren UIBG’nin olusmasinda rolii

oldugu bu ¢aligmada ilk kez ortaya konmustur.

Calismamizda gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde SRB grubundan elde edilen fetiis
sayilar1 kontrol grubuna benzer bulunmustur. Bu sonug sirkadiyen ritmin bozulmasinin
fetlis sayisim etkilenmedigini ancak erken gebelik doneminde de sorun/defektlere yol
actigim gostermektedir. Bu bulgu calismamizda ilk kez ortaya konmustur ve boylece
SRB ve iireme iligkisinin peri-implantasyon siirecinde detayli olarak degerlendirilmesi

onemli bir arastirma konusu olarak yerini almistir.

Calismamizda elde ettigimiz agik alan testi sonuglarina gore, gebelik giinlerine bagh
olarak hem kontrol hem de SRB gruplarinda lokomotor aktivite verilerinden ‘‘alinan
toplam yol, ortalama hiz ve girilen kare sayisinda’’ bir azalma oldugu goriilmiistiir. Bu
azalis ozellikle gebeligin 16. giinii i¢in istatistiksel olarak anlamlidir. Anksiyetenin bir
gostergesi olan dig/i¢c kadranda gegirilen siire degerlerinde ise; gebeligin 14. giiniinden
itibaren kontrole gére SRB grupta istatistiksel olarak anlamli bir artis gériilmektedir.
Gebelik siirecinde viicut agirlik artisindan dolayi giine bagli olarak lokomotor aktive her
iki grupta da azalmakla birlikte, buna ek olarak 1s1k diizeninin degistirilmesi de
lokomotor aktivite bozuklugunda énemli bir faktordiir. Boylece, bu farelerde sirkadiyen
ritmin bozuldugu kanitlanmigtir. Literatiirde lokomotor aktivite testlerinin sirkadiyen
ritmin bozuldugunu kanitlamak i¢in kullanilmaktadir (Prendergast ve ark., 2015;
Crossland ve ark., 2017; Sabbar ve ark., 2017; Smarr ve ark., 2017; Farsi ve ark., 2018)

ve bulgularimiz bu ¢aligsmalarla uyumludur.
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Plasenta morfolojisini inceledigimiz ¢alismalarda; gebeligin 12. giiniinde; SRB gruba ait
plasenta kesitlerinde kontrol grubundan farkli olarak gelismekte olan plasenta
tabakalarin sinirlarinin ayirt edilemedigi tespit edilmistir. Kontrol grubuna goére SRB
grupta desidual tabaka boyutunda istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir.
Spongiyotrofoblast tabaka boyutunda ise SRB bozulan grupta kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli bir artis gozlenmistir. Spongiyotrofoblast tabakasi fare plasentasinin
endokrin kompartmanidir ve bu bdlgede bir sorun oldugunda fetiis etkilenir ve UIBG
fenotipi ortaya ¢ikar (Woods ve ark., 2018). Spongiyotrofoblast tabakasinin biiyiimesi ya
da kiiclilmesi biiylik prolaktin benzeri hormon ailesinin bozulmus iiretimi ile iliskilidir
(Horseman ve ark., 1997). Prolaktin ailesine ait hormonlarin anormal ekspresyonuda,
plasentanin bu kompartmaninda defektlere neden olmaktadir (Simmons ve ark., 2008).
Fetal biiyiime, her durumda, gelisen spongiyotrofoblast tabakanin boyutundan etkilenir
(Woods ve ark., 2018). Bizim calismamizda da; 1sik dongiisiiniin  bozulmasimin
spongiyotrofoblast tabakasinin boyutunu dogrudan etkiledigi ilk kez gosterilmistir.
Spongiyotrofoblast tabakasinda bulunan glikojenik hiicreler maternal kan siniisleriyle
iliskilidir ve embriyonik 12-12.5 giinde desiduaya gog¢ ederler (Woods ve ark., 2018).
Calismamizda literatiire uygun sekilde kontrol grubunda 12. giinde glikojenik hiicreleri
desidua tabakasinda gozlemlenirken, SRB grubunda bu hiicrelerin go¢ etmedigi ve
spongiyotrofoblast tabakasinda kaldig1 gézlemlenmistir. Glikojenik hiicrelerin glikojen
icerigi ve yerleri nedeniyle, plasenta ve/veya embriyoya ek beslenme saglayabilen bir
enerji deposu olarak hizmet ettigi bilindiginden, ¢alismamizda SRB grubunda bu
hiicrelerin desiduaya go¢ etmemesi sebebiyle, plasental gelisimin erken giinlerinde
yeterince beslenemeyen fetiislerde UIBG olusmaya basladigi diisiiniilmektedir. Bunu
irdeleyen ileri ¢aligmalar, laboratuvarimizda devam etmektedir. Kontrol grubuna gore
SRB grupta labrint tabaka boyutunda bir degisiklik gozlenmemistir ancak fetal kan
damarlar1 ve fetal kan hiicrelerinde azalis gozlenmistir. Bu bulgular1 desteklemek i¢in,
endotel ve kan hiicrelerini belirleyen immiinohistokimyasal degerlendirmeler

yapilmalidir.
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Plasenta morfolojisini inceledigimiz ¢alismalarda; gebeligin 14. giiniinde; SRB gruba ait
plasenta kesitlerinin kontrollere gore belirgin olarak kiigiik oldugu gozlenmistir. Kontrol
grubuna goére SRB grupta desidual tabaka boyutunda istatistiksel olarak anlamli bir
azalis gozlenmistir. Gebeligin 12. gilinline benzer sekilde kontrol grubunda
spongiyotrofoblast ve desidua tabakasinda glikojenik hiicreler incelenirken, SRB grupta
glikojenik hiicrelerin desiduaya go¢ etmedigi ve esasen spongiyotrofoblast tabakasinda
yer aldiklar1 ve bu tabakadaki sayilarinin oldukga az oldugu gézlemlenmistir. Glikojenik
hiicre sayisinin azalmasi ile yetersiz glikojen birikimi olusur (Woods ve ark., 2018).
Glikojen seviyesinin azalmasi sonucunda ise fetiise ek besin saglanamaz ve buna baglh
olarak fetal biiylimenin geri kalmasi meydana gelir (Woods ve ark., 2018). Gebelik
stirecinde annelerin giinliik 151k diizeninin bozulmasinin buna sebep oldugu
caligmamizda 1ilk kez gosterilmistir. Bu durumu irdeleyen ileri c¢aligmalar,
laboratuvarimizda devam etmektedir. SRB grupta, kontrol grubuna gére labrint tabaka
boyutunda anlamli bir degisiklik gézlenmemistir. Bu tabakada yer alan fetal kan
damarlar1 ve fetal kan hiicrelerinde azalis gdzlenmistir. Bu bulgular1 desteklemek igin,
endotel ve kan hiicrelerini belirleyen immiinohistokimyasal degerlendirmeler

yapilmalidir.

Plasenta morfolojisini inceledigimiz ¢alismalarda; gebeligin 16. giiniinde SRB gruba ait
plasenta kesitlerinin kontrol gore kiiciik oldugu ve desidual tabaka boyutunun arttigi
gozlenmistir. Diger yandan, spongiyotrofoblast tabaka boyutunda, SRB bozulan grupta
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir azalis gozlenmistir. Sirkadiyen ritmi
bozulan grupta glikojenik hiicrelerin maternal kan damarlarinin g¢evresine gog ettigi
gozlenmistir. SRB bozulan grupta 16. giline ait normal plasenta tabakalarina kismen
benzer bir morfoloji izlense de plasental kompartmanlardaki morfolojik ve hiicresel
diizensizlik hala dikkat c¢ekicidir. Bu durumu irdeleyen ileri ¢alismalar,
laboratuvarimizda devam etmektedir. Kontrol grubuna goére SRB grupta labrint tabaka
boyutunda 14. Giine benzer sekilde degisiklik gozlenmemis olsa da, fetal kan damarlari

ve fetal kan hiicrelerinde azalis gozlenmistir.
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Gebeligin 12, 14 ve 16. giinlerinde spongiyotroblast tabakasinda hiicresel anomaliler ve
kusurlar gozlenmistir. Ornegin fibrinoid benzeri yapilar SRB grupta izlenmektedir.
Literatiirde spongiyotrofoblast tabakasinda godzlenen kusurlarin UIBG fenotipi
sergiledigi ve fare modellerinde fetal biliylimeyi bozdugu bilinmektedir (Salas ve ark.,
2004; Tunster ve ark., 2012). Bu baglamda ¢alismamiz literatiir ile uyumludur ve 151k
diizensizliginin de buna sebep olabilecegini ilk kez ortaya koymustur.
Spongiyotrofoblast tabaka kusurlari, lokal olarak plasentada endokrin ortamin
degismesine neden olur ve hem fetiis hem de anne iizerinde sistemik etkilere neden
olmaktadir (Fowden ve Moore, 2012). Diger yandan, plasenta tabakalarinda gozlenen
anomalilerin detayli arastirmasi igin, genel ve Ozel trofoblast hiicre belirtegleri ve
endotel hiicre belirtegleriyle bu hiicrelerin lokalizasyon ve sayilarini ve glikojenik hiicre
sayilarmi degerlendirdigimiz ¢alismalar yiiriirliikte olan 2019 yili destekli TUBITAK

1001 projesi kapsaminda devam etmektedir.

Sirkadiyen saat genlerinin plasenta gelisiminin farkli evrelerinde total ekspresyonlarini
degerlendirdigimiz caligmalarimizda; kontrol grubunda gebeligin 12., 14. ve 16.
giinlerinde Bmall, Clock, Npas2 ve Perl genlerinde gebelik giinlerine bagli olarak total
ekspresyon seviyesi degisimleri gozlenirken, Per2, Per3, Cryl ve Cry2 genlerinin total
ekspresyon seviyeleri benzerdir. Sirkadiyen ritmi bozulan grupta Bmall mRNA total
ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla tiim gebelik giinlerinde (12, 14, 16) anlamli
olarak dustktiir fakat bu gelisim giinlerinde kendi icinde anlamli bir artis gostermistir.
Sirkadiyen ritmi bozulan grupta Perl total ekspresyon seviyesi kontrol grubuna kiyasla
16. gebelik giliniine anlamli olarak disiiktiir. Diger yandan; SRB grupta Clock, Npas2,
Per2, Per3, Cryl ve Cry2 genlerinin total ekspresyonlar1 kontrol grubu ile benzerdir.
Total gen ekspresyonu, sirkadiyen ritmi tam olarak yansitmasa da, plasenta gelisim
giinlerinde bu genlerin hem kontrol hem de SRB gruplarinda ekspresyon diizeylerinin ilk
kez ortaya konmasi, bu genlerin plasenta gelisiminde 6nemli rolleri olabilecegine 151k

tutarak, literatiire onemli bir temel katki saglamistir.
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Sirkadiyen saat genlerinin giinliik zaman noktalarina (ZT0, ZT6, ZT12 ve ZT18) gore
ritmik ekspresyonlarinin degerlendirildigi ¢alismalarimizda; kontrol plasentalarda
gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerinde tim molekiiler saat genlerinin ekspresyonlarinin
ritmik oldugu, karanlik ve aydinlikta artip/azaldigi gozlenmistir. Literatiirde erken
gebelik doneminde sirkadiyen saat genlerinin plasentadaki ritmik ekspresyonlari ile ilgili
bilgi mevcut degildir. Bu calisma, sirkadiyen saat genleri olan; Bmall, Clock, Npas2,
Perl, Per2, Per3, Cryl ve Cry2’nin plasenta gelisiminin erken ddnemlerinden
baslayarak plasentada ekspre edildigini ve bu ekspresyonlarinin ritmik oldugunu
gosteren ilk calismadir. Diger yandan, sirkadiyen ritmi bozulan grupta 1sik diizeninin
kaydirilmas1 ile bu genlerin hem zaman dilimlerine gore ekspresyon seviyelerinin
degistigi hem de ritmik ekspresyonlarinin 12. giinden itibaren bozulmaya basladigi
gosterilmistir. Dolayisiyla, molekiiler saat genlerindeki bu diizensizlikler, fetiislarda
UIBG olusmasinin temelinde yatan énemli mekanizmalardan biri olabilir. Kronoterapi
(1s1k diizenlemesi) ve melatonin tedavisi yaklasimiyla bu siiregleri degerlendirdigimiz

ileri ¢alismalar yiiriirliikte olan TUBITAK 1001 projesi kapsaminda devam etmektedir.

Sirkadiyen ritimdeki anormallikler, uyku ve duygu durum bozukluklari, diyabet, obezite
ve kanser gibi hastaliklarla iligskilendirilmektedir. Literatiirde, Bmall geni silinmis
farelerin makrofajlarinda ROS birikiminin arttig1 ve hipoksik yanit proteini HIF-1a'nin
birikmesini kolaylastirdig1 gosterilmistir (Early ve ark., 2018). Ayn1 zamanda Bmall’in
NF-kB sinyal yolu aracilig1 ile MMP9 ekspresyonunun artmasina neden olarak timor
metastazini etkiledigi bilinmektedir (J. Wang ve ark., 2019) Baska bir ¢alismada,
Bmall’in karaciger ve yag dokularindaki aritmik ekspresyonun, insiilin direncinin
olusmasinda rolii oldugu ve buna bagl olarak polikistik over sendromunun patogenezine
katkist oldugu gosterilmistir (Zhai ve ark., 2020). Bmall’in dongiisel ana diizenleyici
hedef genleri; RORa ve REV-ERBa’dir. RORa’nin glikoz metabolizmasinda, REV-
ERBoa'nin ise lipit metabolizmasinda 6nemli bir rol oynadigini literatiirde gosterilmistir
(Solt ve ark., 2011). Bmall geni sirkadiyen saat mekanizmasinin kilit bir genidir. Biz de
calismamizda 151k diizeninin kaydirilmasi ile 6zellikle Bmall geninin total ekspresyonun

degistigini, gozlemledik.
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Bu bulgularimiz, plasenta gelisim siirecinde 151k dongiisiiniin bozulmasiyla ortaya ¢ikan
morfolojik defektlerin ve akabinde fetiislerde olusan UIBG’nin Bmall geni ile temel
olarak diizenlenebilecegini diislindiirmiistiir. Bu mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in ileri

caligmalara gerek vardir.

Melatonin sirkadiyen sistemin bilinen en 6nemli hormonudur ve iireme sistemi ve
ozellikle gebelik siirecine etki ettigi bilinmektedir. Gebelikte pre-eklampsi gelisen ve
fetiislerinde UIBG gozlenen kadinlarda melatonin diizeylerinin degistigi belirtilmistir
(Reiter ve ark., 2014). Koyunlarda yapilan bir ¢alismada; gebelik sirasinda kronik
hipoksi sebebiyle olusan UIBG’nde, yavrularda kan-beyin bariyerinde (KBB) yapisal
anormallikler goriildiigli bildirilmis ve maternal melatonin uygulanmasiyla melatoninin
noroprotektif ve antioksidan etkileri ile vaskiiler homeostaz ve stabilitenin saglanmasi
icin gerekli olan perivaskiiler hiicreleri koruyarak KBB'nin bozulmasini 6nledigi
gosterilmistir  (Castillo-Melendez ve ark., 2017). Koyunlarda yapilan bir baska
calismada, maternal melatonin uygulamasinm UIBG ile dogmus kuzularm beyinlerinde
oksidatif stres, miyelinlesme kusurlarini ve aksonopatiyi iyilestirdigi gosterilmistir. Yine
koyunlarda yapilan bir ¢alismada; melatonin tedavisinin UIBG goriilen fetuslarda fetal
hipoksemiyi azalttigi, kalp fonksiyonunu ve koroner kan akimin iyilestirdigi ve UIBG
tarafindan indiiklenen kardiyo-koroner defisiti diizelttigi gosterilmistir (Tare ve ark.,
2014). Fareclerde yapilan bir ¢alismada, melatoninin lipopolisakkarit (LPS) ile
indiiklenen intra-uterin fetal &lim (IUFD) ve UIBG iizerindeki koruyucu etkileri
arastirilmis ve melatoninin LPS ile indiiklenen oksidatif stres sebebiyle olusan IUFD ve
UIBG’ni 6nledigi gosterilmistir (Chen ve ark., 2006). Literatiirde gebelik siirecinde
[UBG’nin 6nlenmesi i¢in melatonin uygulamasina iliskin ¢alismalar mevcuttur. Uterus
ici biliylime geriliginde melatonin uygulanmasinin koruyucu etkisini bildiren giincel
caligmalara ragmen, sirkadiyen ritim bozuklugunda olusan UIBG’nde melatonin
uygulamasinin  fetal ve plasental gelisime etkisinin mekanizmalar1  heniiz
aydinlatilmamistir. Bu baglamda; kronoterapi (151k diizenlemesi) ve melatonin tedavisi
yaklasimiyla bu siiregleri degerlendirdigimiz calismalar yiiriirliikte olan TUBITAK 1001

projesi kapsaminda devam etmektedir.
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Sonug olarak; bu yiiksek lisans tezi farelerde plasenta gelisimi ve 24 saatlik sirkadiyen
ritim arasindaki iliskiyi tanimlayan, annelerinin 151k dongiilerinin bozuldugu fetiislerde
UIBG’ne olusmasinda sirkadiyen ritmin roliine dolayli olarak atifta bulunan ilk
calismadir. Klinikte gbzlenen; 6zellikle vardiyali c¢alisan ve giinlilk yagsaminda uyku
diizensizlikleri olan gebe kadinlarin bebeklerinde, bu diizensizliklerinden kaynaklanan
sirkadiyen ritim bozuklugu nedeniyle olusan diisiik dogum agirhiginin sebeplerinin
anlagilmasina yonelik literatiire temel bilgi diizeyinde dolayli ve oOnemli bir katki

saglamistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu c¢aligmada gebeligin 12., 14. ve 16. giinlerindeki kontrol ve SRB grubu fare
plasentalarinda sirkadiyen saat genleri Bmall, Clock, Npas2, Perl, Per2, Per3, Cryl ve
Cry2 genlerinin ekspresyonlart qRT-PZR teknigiyle belirlenmis ve asagidaki sonuglara

varilmistir:

1. Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait plasentalarin agirliklar1 kontrol grubuna gore
daha diistiktiir.

2. Sirkadiyen ritmi bozulan gruba ait fetlislerin agirliklart kontrol grubuna gore
daha diistiktiir. Uterus ici biiyliime geriligi olugsmustur.

3. Sirkadiyen ritmi bozulan gruptan elde edilen fetiis sayilar1 kontrol grubuyla
benzerdir.

4. Gebelik siirecinde viicut agirhik artisindan dolay:1 giine bagl olarak lokomotor
aktive her iki grupta da azalmakla birlikte, buna ek olarak 1sik diizeninin
degistirilmesi de lokomotor aktivite bozuklugunda énemli bir faktordiir. Boylece,
bu farelerde sirkadiyen ritmin bozuldugu kanitlanmastir.

5. Sirkadiyen ritmi bozulan grupta, kontrole gore gebeligin 12., 14. ve 16.
giinlerinde plasenta tabakalarmmin boyutlar1 ve hiicresel dilizenlemeleri
degismektedir.

6. Fare plasentast sirkadiyen gen ekspresyonlarinin ritmikligini embriyonik
gelisimin 12. giinlinden itibaren kazanmaktadir.

7. Fare plasentasinin ritmisitesi 151k diizeninin degistirilmesiyle birlikte 12. giinden
itibaren, heniiz immatiir halde iken, bozulmaya baglar.

8. Vardiyali ¢alisan ve uyku diizensizligi olan gebe kadinlarin bebeklerinde saat
diizensizliklerinden kaynaklanan ritim bozuklugu nedeniyle gozlenen diisiik
dogum agirligmin sebeplerinin anlasilmasina yonelik literatiire dolayli katki

saglamaktadir.
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