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Preeklamptik gebelerin plasentalarinda adrenomedullin ve soluble endoglin
(sEng) ekspresyon diizeylerinin degerlendirilmesi

Ogrencinin adi ve soyadi: Beyza KARADEDE UNAL
Damisman : Prof. Dr. Murat AKKUS
Anabilim Dah : Histoloji ve Embriyoloji

1.1.TURKCE OZET

Amag: Bu calismada preeklamptik gebelerin plasentalarinda son yillarda kesfedilen
iki yeni protein olan adrenomedullin ve soluble endoglin (sEng) ekspresyon

diizeylerinin degerlendirilmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada 20 adet preeklamptik ve 20 adet normotansif
hastalardan plasenta kesitleri alinarak parafin doku takibi yapildi. Alinan dokulara
hematoksilen eozin, ve immun isaretleme boyamalar1 yapildi. Kesitler 151k mikroskop

altinda incelendi ve mikrograflart alind1.

Bulgular: Hematoksilen-eozin boyanan kesitlerde, kontrol grubuna goére preeklampsi
grubunda yogun patoloji gozlendi. Preeklampsi kesitlerinde hofbauer hiicrelerinde
artis, villoz kapillerlerde, stromal ve trofoblast hiicrelerinde dejenerasyon goriildii.
Villoz kapillerlerde konjesyon ve dilatasyonun yaninda intervilloz alanda yogun
hemoraji tespit edildi. Bag dokuda yogun hyalinizasyon alanlari oldugu izlendi.
Immunohistokimyasal analizlerimizde her iki grupta da sEng ve ADM ekspresyonunu
tespit edildi. Ekspresyonlarin c¢ogunlukla sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast
hiicrelerinde oldugu gortildii. Image J yazilimi ile yapilan analizlerde kromojen pozitif
alanlarmnin toplam alanlara oran1 yiizde olarak degerlendirildi. Istatistiksel analizler
sonucunda kontrol grubunda sEng ekspresyonu %34,83’liik bir alan kaplamaktaydi.
Buna karsin preeklampsi grubunda kromojen pozitif alanlar %49,22 idi ve bu artis
bagimsiz t testine gore anlamliydi (p=0,000). ADM ekspresyonu i¢in kontrol grubu
kesitlerinde kromojen pozitif alanlarin toplam alana yiizdesel oraninin %51,72 oldugu

tespit edildi. Preeklampsi grubunda ise bu oran %22,08 idi. Yapilan istatistiksel analiz



sonucu bagimsiz t testine gore preeklampsi grubundaki ekspresyon ylizdesindeki

azalmanin anlamli oldugu tespit edildi (p=0,000).

Sonug¢: Preeklampsinin gelisiminde veya neden oldugu homeostatik bozukluklara
verdigi cevaplarda trofoblastik hiicrelerin dolayli olarak fonksiyonel bir rol aldigini
diistiniiyoruz ve ileri ¢aligmalarla hipotezlerimizi gliglendirecek yeni bulgulara ihtiyag

oldugu kanisindayiz.

Anahtar kelimeler: Plasenta, Umbilikal kord, Adrenomedullin, Soluble Endoglin



Evaluation of expression of adrenomedullin (ADM) and soluble endoglin (sEng)

the placenta of preeclamptic pregnancies.

Student’s surname and name : KARADEDE UNAL Beyza

Advisor : Prof. Dr. Murat AKKUS
Department : Histology and Embryology
1.2.ABSTRACT

Aim: Aim of this study was to evaluate recently discovered two novel proteins
adrenomedullin and soluble endoglin (sEng) expression levels in preeclamptic

placentas.

Materials and Methods: Small portions of 20 preeclamptic and 20 normotensive
placentas were dissected for paraffin-wax tissue embedding protocol. Tissues were
stained with hematoxylin eosin and immunostaining. Sections were examined under

light microscope to micrograph.

Results: In hematoxylin-eosin stained sections, intensive pathology was observed in
preeclampsia group compared to control group. Increased Hoffbauer cells and
degeneration in villous capillaries, stromal and trophoblast cells were seen in
preeclampsia sections. Intense hemorrhage was detected in intervillous area with
congestion and dilatation in villous capillaries. There were intense hyalinization areas

in connective tissue.

Expressions were mostly found in cytotrophoblast and syncytiotrophoblast cells. Ratio
of chromogen positive areas to total areas was evaluated by percentage with analysis
of Image J software. Statistical analysis showed sEng expression occupied an area of
34.83% in control group. However, chromosome positive areas in preeclampsia group
were 49.22% and this increase was significantly higher by independent t test (p =
0.000). In control group of ADM expression, percentage ratio of chromogen-positive
areas to total area was 51.72%. Rate of preeclampsia group was 22.08%. Decrease in
expression percentage of preeclampsia group was significant by independent t test (p

=0.000).



Conclusion: We propose that trophoblastic cells play an indirect role in development
of preeclampsia or in responses to homeostatic disorders preeclampsia causes. We also

think that new studies are a need to support our hypotheses.

Keywords: Placenta, Umbilical cord, Adrenomedullin, Soluble Endoglin



2. GIRIS ve AMAC

Preeklampsi tiim diinyada maternal ve fetal morbidite ve mortalitenin 6nde gelen
nedenlerinden biridir (1). Gelismekte olan iilkelere bakildigi zaman preeklampsi
kaynakli her yil altmis binin iizerinde anne 6liimii géze ¢arpmaktadir (2). Preeklampsi

gebeligin 20. haftasindan sonra ortaya ¢ikan klinik bir hastaliktir (3).

Preeklampsinin nedenleri arasinda plasental anjiyogenezis ve gelisimin inkomplet
olusuna bagl oldugu diisiiniilen endotelyal fonksiyon bozuklugu goriilmektedir (4).

Saglikl1 plasentasyon anjiyoyenik proteinlerin dengesi ile sonuglanmaktadir.

Bu c¢alismada; preeklamptik gebelerin plasentalarna ait doku kesitlerinde
histolojik ve immunohistokimyasal Adrenomedullin (ADM) ve soluble Endoglin

(sEng) ekspresyonun degerlendirilip karsilastirilmasi amaglanmaktadir.



3. GENEL BiLGILER

3.1. Plasenta

3.1.1. Giris ve tamim

Plasenta, anne ile fetiis arasindaki dolasimi saglayan ve fetiisiin beslenmesinde rol
oynayan, dogumdan sonra islevi son bulan gegici bir organdir (5) Bu 6zelliklerinden
dolaytr dokuzuncu haftadan sonra plasentanin yapisinda degisikler meydana

gelmektedir (6).

3.1.2. Plasentanin gelisimi

Fertilizasyon, erkek ve disi gametler olan spermiyum ve sekonder oositin
birlesmesi ile olusan zigot ile baglamaktadir. Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra,
kompakt haldeki bulunan embriyo yeniden boliinmeye baglar ve morula (dut) haline
doniisliir. Morulanin i¢ hiicre kiitlesinden embriyoya ait dokular1 olusturacak
embriyoblast, dis hiicre kiitlesinden ise daha sonra plasentaya katilacak olan

trofobalastlar gelisir (6).

llerleyen zamanlarda implantasyon olayindan sonra trofoblast hiicreleri prolifere
olarak endometriyum icine invaze olan iki hiicre tabakasini olustururlar. Maternal
dokuya temasi olmayan ve icte yer alan hiicre tabakasi sitotrofoblast adini alir.
Maternal dokuya temas halinde olan ve dista yer alan hiicreler ise sinsitiyotrofoblast

adin1 almaktadir (7,8).



Fertilizasyondan sonraki yaklasik olarak 13.giinde sitotrofoblast hiicreleri yer yer
prolifere olarak sinsitiyotrofoblast tabakasina dogru uzanan hiicre kiimelerini
olusturmaya baglarlar. Boylece bu donemde hiicre smirlar1 belirgin  olan
sitotrofoblastlar ve sinirlar1 belirgin olmayan bir hiicre kiitlesi olan sinsitiyotrofoblast
tabakas1 goriilerek primer villuslar olusur (9). Sinsitiyotrofoblastlar olduk¢a iyi
geligsmis golgi kompleksi, bol miktarda mitokondri ve lipid damlalar1 igerir. Ayrica
Ostrojen, progesteron, B-hCG (insan koryonik gonadotropin) laktojenleri salgilarlar.

Sitotrofoblastlar ayrica B-hCG ve streoid hormonu sentezlemektedir (10).

Sinsitiyotrofoblastlar devamli olarak endometriyuma dogru go¢ ederek, uterusa
yerlesmeyi hedeflemektedir. Bu sirada sinsitiyotrofoblastlarda belirginlesen vakuoller
ve bu vakuollerin birlesmesiyle lakiina denilen genis bosluklu yapilar gézlenmektedir.
Sinsitiyotrofoblastlar stroma tabakasinin derinliklerine inerek anneye ait olan kapiller
damarm endotelini asindirmaya baslarlar. Ici kanla dolu bu genis liimenli kapiller
damarlara sinuzoid adiverilir. Daha sonra bu lakiinalar ve genis limene sahip
sinuzoidlerin birlesmesiyle lakiinalarin i¢ine anneye ait maternal kan akmaya baglar

ve boylelikle uteroplasental dolasim baslamis olur (6,10).

Gelisimin  daha ileriki donemlerinde ekstraembriyonik mezodermden
kaynaklanan mezenkimal bag dokusu villus i¢ine girer ve sekonder villuslar olusur.
Ucgiincii haftanin sonunda, en igte yer alan mezodermal hiicreler, kan damarlar1 ve kan
hiicrelerine farklilasarak villoz kapiller sistemi olustururlar. Bu yapr artik tersiyer veya
kalict plasental villus admi alir. Gelisimin 13. giinlinde sinsitiyotrofoblastlarin
igerisinde ayrica ekstraembriyonik bir bosluk olusur. Bu boslugun olusturan tabakalar
sinsitiyotrofoblast, sitotrofoblastlar ve ekstraembriyonik somatik mezodermden
meydana gelmektedir. Bu sekilde olusan toplu yapiya koryon adi verilmektedir.
Koryon villuslari ise dista sinsitiyotrofoblast, icte tek katli sitotrofoblastik kok hiicreler
ve kan damarlar1 tarafindan ¢evrelenir. Anneye ve fetiise ait kan koryon villuslarina
ait plasenta zari ile birbirlerinden ayrilmiglardir. Plasenta zar1 baslangicta kalin iken

gittikce incelir ve doguma yakin 2-4 mikron kadardir (6,10).



Zamanla tersiyer villuslarin i¢inde yer alan kapillerler, koryon plagi ve baglanti
sap1 mezodermi ile iligski kurarlar. Gebelik ilerledik¢e, embriyonik kutupta villuslar
bityiiyiip geliserek koryon frondozumunu olustururlar. Ugiincii aydan itibaren tersiyer
villuslar endometriyum i¢ine dogru devam ederek fetal plasentay1 olusturur. Koryonun
embriyonik ve abembriyonik kutuplarinda gosterdigi bu yapisal degisiklik,
endometriyumun fonksiyonel tabakasi olan ve dogumla birlikte dokiilen desiduanin
yapisinda da goriliir. Koryon frondozum iistiinde yer alan desiduabazalis boliimii lipid
ve glikojenden zengin iri desidual hiicrelerden meydana gelmis yogun bir tabakadir.
Fetal plasentanin gelisimi sirasinda koryon villuslarmin uterusun endometriyum
(desidua bazalis) tabakasina gomiildiigii sahada ise fonksiyonel degisiklikler meydana
gelmesiyle maternal plasentanin olustugu goriilmektedir. Boylelikle maternal ve fetal
plasenta yiizlerinin olusturdugu koryon frondozum ve desidua bazalisten full term

plasenta meydana gelmis olur (6,10).

Plasenta gebeligin sonuna dogru yapisal olarak birgok degisiklige ugrar.
Gebeligin sonlarina dogru ortaya ¢ikan bir takim yapisal degisikliklerden kaynakli
olarak fetal ve maternal kan dolagimi arasinda madde alisverisinde azalma gosterir.
Ayni sekilde villuslarin gébeginde fibréz dokunun artmasi, fetal kapillerlerin bazal
membranimin kalinlagsmasi, koryon plagi ve birlesme bolgesindeki villuslarin

yiizeyinde fibronoid birikmesi gibi degisiklikler goriilmektedir.

3.1.3. Plasentanin yapisi

Fetiisiin beslenmesini ve gelisimini saglayan ve gecici bir organ olarak islev
gosteren plasenta maternal ve fetal kaynakli iki yapidan olusur. (Sekil 1) Plasentanin
fetal boliimii koryon frondozum, maternal boliimii ise desidua bazalisden olusmaktadir
ve ikisinin birlesme bolgesinde trofoblast ve desidual hiicreler birbirine karigmis

oldugu goriilmektedir (11).



Gobek Kordonu
(umblikal arterler ve ven)

‘“&ryoarrmiyon’un
gérantisu
Fotal Yiiz
(koryonik plak)
Kotiledonlar
(villoz doku)
Maternal Yiiz
(bazal plak)

Sekil 1: Term donemdeki Fotal ve Maternal plasenta ylizeylerinin sematik goriintiisii
(Alintidir: The placenta from development to disease, Helen H. Kay)

Plasentay1 olusturan fetal bolim koryon plagi ve bu plakla iligkili villuslardan
olusmaktadir. Villuslar anne kanmin dolastif1 lakiinalar i¢inde uzanirlar. Uciincii
aydan itibaren villuslardan yoksun bir koryon olan koryonlaeve (diiz koryon) olusur.
Diiz koryonun olusumu sayesinde desiduabazalis ile iligkili olan villuslarin sayis1 artar
ve artik villoz koryon ya da koryon frondozum adini alir. Plasentanin fetal kompenenti
olan koryon frondozum ile desidua bazalis birlikte plasentay1 olusturur. Ayrica
amniyon ile koryon kaynagmasiyla olugan amniyokoryonik membrani meydana getiri
ve bu membran dogumla birlikte yirtilir. Koryon villuslari, desidua bazalise
sitotrofoblastik kabukla baglanirlar. Ayrica sitotrofoblastik kabuk koryon kesesi ve

plasentay1 desidua bazalise baglar (11,12).



Gebelik ile birlikte anne kaninda artan progesteron diizeyine yanit olarak
endometriyumdaki bag dokusu hiicrelerinde glikojen ve lipid birikmeye baslar.
Zamanla genisleyen ve soluk olarak boyanan bu hiicreler ‘desidua hiicreleri’ adini alir.
Desidua hiicrelerinin, hormon salinimiyla ilgili gorevleri oldugu bilinmekle beraber

Onemi hala tartisilmaktadir.

Gebelik doneminde uterusun endometriyum tabakasi oldugundan maternal
plasenta da bu hiicrelerden olusan tabakadan gelisir. Desidua gebelik doneminde
konseptusa yakinligina gore desidua bazalis, desidua kapsiilaris ve desidua pariyetalis
olmak ftizere ii¢ boliimden meydana gelmektedir. Plasentanin maternal komponenti
desiduabazalisi olusturur. 4. aydan itibaren desiduadan kaynaklanan desidual
septumlar intervilloz mesafeye uzanmasina ragmen koryonik plaga ulasamazlar.
Septumlar maternal doku igerir, ancak ylizeyleri sinsitiyal hiicrelerden bir tabaka
olusturur. Bu septumlarin varligi ile plasenta bir¢ok bdliime (kotiledon, lob) ayrilmis
olur. Herbir kotiledon ana bir kok villus ve dallarmi igerir. Endometriyumdan
kaynaklanan damarlar intervilloz mesafeyi kanlandirir (Sekil 2). Fetal ve maternal
kanin birbirine karigsmasini engelleyen yap1 daha ¢ok fetal dokulardan olusan plasenta
bariyeridir. Dordiincii ayin bagindan itibaren segici gegirgenlik 6zellikte ki bu bariyer

iriinlerin gegisini kolaylastirir (11,13).

Plasenta bariyeri tabakalarini olusturan yapilar;
e Sinsityotrofoblastlar
e Kesintili seyreden sitotrofoblastlar
e Trofoblastlarin bazal laminasi
e Villusun bag dokusu
¢ Endotelin bazal laminasi

e Tersiyer villus i¢indeki fetal plasental kapillerlerin endoteli
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| Villoz
Parenkima

Baglayict villus Bazalplak

Sekil 2: Plasentanin anatomik goriintiisii. Amniyon (A), Koryon (C) ve paryetal desidua
(PD)’y1 igeren ekstraplasental membranlar (EMP), umblikal kord, koryonik plak, bazal plak
ve villoz parenkima’nin sematik goriintiisii (Alintidir: Color atlas of fetal and neonatal

histology Linda M. Ernst, MD, MHS)

3.1.4. Plasentanin gorevleri

Plasenta baslica tasima, metabolik koruma ve endokrin fonksiyonlar olmak tizere
birgok gorev istlenmektedir. Plasenta steroid yapida hormonlari, peptidleri,
prostoglandinler benzeri pek ¢ok maddeyi kan dolasimina salgilayarak embriyo i¢in
gerekli olan besin maddelerini karsilayan endokrin bir organdir. Plasentanin gaz
aligverisi, anneden fetiise oksijen, fetlisten de anneye karbondioksit tagimasini saglar.
Fetiis i¢in gerekli olan maddeler basit difiizyon, kolaylastirilmis difiizyon, aktif
transport ve pinositoz mekanizmalar: ile plasenta membranini gecerler. Plasenta
fetlistin metabolik atiklarinin annenin bobregi ile atilmasinda da rol oynar. Ayrica
immunoglobulin-G plasenta araciligiyla fetlise gecerek fetiisiin bagisiklik kazanmasini

da saglar.
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Gebeligin baslangicta Ostrojen ve progesteron kaynagi korpus luteum iken,
gebeligin ilerlemesiyle bu gorevi plasenta almaktadir. Ostrojen ve protestonlar
gebeligin devami igin gerekli primer hormonlardir. Plasentadan endotel biliyiime
faktort, fibroblast biiyliime faktorii, koloni stimiile edici faktor, interlokin gibi 6nemli

molekiiller salgilanir (9).

3.2. Preeklampsi

3.2.1. Giris ve tanmim

Preeklampsi, maternal ve fetal morbidite ve mortaliteye neden olan, gebelige 6zgii
yiiksek tansiyon ve proteiniiri ile karakterize olan bir hastaliktir. Yapilan arastirmalar
sonucunda preeklampsinin insana 6zgl bir hastalik oldugu sonucuna varilmistir (3).
American College of Obstetrics and Gynecology (ACOG) gore preeklampsi klinik
olarak hafif ve siddetli olmak tizere iki farkli tablo seklinde seyredebilmektedir. Bu
klinik tablolara bagl olarak hala gliniimiizde preeklamptik gebelerde 6liim ve erken

dogum gibi komplikasyonlar goriilmektedir (14).

3.2.2. Preeklampside etiyoloji ve patogenez

Preeklampsi, gebelige bagli olarak plasenta kaynakli bir hastaliktir. Bu hastaligin
akraba evliliklerinden kaynakli olup olmadigina ait hikayesi olmamasina karsin,
birinci derece akrabalar arasinda goriilen evliliklerden kaynakli preeklampsi riskinin

2-4 kat arasinda arttig1 sonuglarina varilmistir (15).

Preeklampsinin genetik olabilecegini gosteren ¢aligmalar da mevcuttur ve sonug
olarak anne veya kiz kardesten birinin preeklampsi gecirmis olmasinin, preeklampsi

riskini arttirdigi sonucuna varilmistir (16). Patofizyolojisinin halen net olarak
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bilinmemesinden kaynakli olarak preeklampsinin tedavisi i¢in en kesin yontem hem
bebekte hem de annede olusacak komplikasyonlar1 6nlemek amaciyla olabilecek en

erken dogumdur (17,18).

3.3. Soluble Endoglin (sEng)

Endoglin bir ylizey membran protein olarak karsimiza ¢ikar. Transforme edici
biliylime faktorii reseptor ailesine ait olan Soluble Endoglin bir Ttransforme edici
bliyime  faktori-f  (TGF-B)’'nin  koreseptoriidiir. ~ Vaskiiler —endotel ve
sinsityotrofoblastlar tarafindan salinmakta, ayn1 zamanda anjiogenezde ve vaskiiler
diizenlenmede rol oynamaktadir. Boylelikle antianjiojenik etki gostermektedir (19).
CD105 olarak da bilinen Endoglin, hematopoez, kardiyovaskiiler gelisim ve
anjiogenezde rolleri oldugu diisiiniilmektedir. Endoglin, disiilfit bagh ekstraselliiler bir

boliime ve kisa, temel olarak fosforillenmis bir sitoplazmik kuyruga sahiptir (20).

Endoglin, yiiksek oranda vaskiiler endotelyal hiicrelerde, kondrositlerde ve term
plasentanin sinsityotrofoblastlarinda eksprese edilmektedir (21). Ayni zamanda
monositlerde, eritroid prekiirsorlerde ve hematopoietik kok hiicrelerde de bulunmustur
(22). Her ne kadar fonksiyonunun anlasilmasi zor olsa da endoglinin dolasan soliibl
formunun diizeyleri aterosklerozlu hastalar ile meme, kolorektal ve myeloid
malignensileri kapsayan belirli kanserlerde yiikselmistir (23). Stepan ve ark., intra
uterin gelisme geriligi olan ama maternal semptomlart olmayan gebeliklerde de
dolasimda artmis sEng konsantrasyonlari saptamislar ve preeklampsi ile
karsilastirildiginda daha az giindeme getirilse de sEng’ nin plasental patolojilerin farkli

klinik goriinlimlerinde de yer alabilecegini ifade etmislerdir (24).
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3.4. Adreno Medullin (ADM)

Bobrek {istii bezinin medulla kismindan tiiredigi i¢in adrenomedullin ismi verilen
bu peptide ilk defa 1993 yilinda kan basinci tizerindeki etkilerini arastiran bir makalede
deginilmistir. Aslinda ilk olarak Japon bilim insanlari tarafindan feokromositoma
hiicrelerinde elde edilmistir. Daha sonra klinik alanlarda ADM protein seviyelerine
bakilmis ve ilgili reseptdrler tanimlanmstir (25). Insanda bu peptid 52 aminoasitten
olusur ve disiilfid kopriileri ve aminlenmis tirozin igererir (26). ADM genin adrenal
medullanin yani sira endotelyal hiicrelerde de eksprese oldugu ve boylece nitrik oksit

(NO) ve endotelin proteinleriyle beraber vaskiiler endotel hiicrelerinden salgilandigi

kabul edilmistir (27). (Sekil 3)

Son caligmalarda, ADM diizeyinin hemodiyaliz isleminde izola ultrafiltrasyon
sonrast azaldigi ve bundan dolay: viicudun bu peptidin seviyesini kontrol etmede rol
aldig1 gosterilmistir. Ayrica, hemodiyaliz hastalarindaki hipotansiyonu indiiklendigi
raporlanmistir (28). Hemodiyaliz {izerindeki farkli ¢alismalarda ADM’nin vaskiiler
duvar uyariminda, hipokside, kompleman yolak ve trombosit aktivasyonunda, 16kosit
proteazlarinin serbest birakilmasinda ve heparin tedavisinde otokrin ve paraktin

etkileri gosterilmistir (29).
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natriiirezis vb.

Sekil 3: Adrenomedullin ve proadrenomedullin’in biyosentezi (Alintidir: Eto, T., J. Kato,
and K. Kitamura, Regulation of production and secretion of adrenomedullin in the
cardiovascular system. Regulatory peptides, 2003. 112(1-3): p. 61-69.)

Yaptigimiz bu calismada; preeklamptik gebelerin plasentalarina ait doku
kesitlerinde histolojik ve immunohistokimyasal Adrenomedullin ve soluble Endoglin

(sEng) ekspresyonun degerlendirilip karsilastirilmasi amaglanmaktadir.
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4. GEREC VE YONTEM

4.1. Plasentalarin Elde Edilmesi

Calismamiza, Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul etik onay
(Tarih:15/08/2018, Onay No: 59) alinarak basladi. Calismamiz i¢in Dicle Universitesi
Tip Fakiiltesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigine bagvuran yas farki
gozetilmeksizin 20 preeklamptik ve 20 normotansif gebe hasta olmak {izere, toplamda

40 gebe hastadan bilgilendirme onam formu onayi alinarak plasentalar elde edilmistir.

Elde edilen plasentalar, serum fizyolojik ile yikandiktan sonra doku takibi i¢in
ameliyathanede uygun kosular altinda %10’luk tamponlanmis nétral formaline
alinarak Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali

Laboratuvarina getirildi.

4.2. TIsik Mikroskobik Inceleme i¢in Dokularin Takibi

Dicle Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Laboratuvarina alinan plasentalar doku takibi i¢in plasentanin hem santral maternal
hem de santral fetal yiizlerinden ayr1 ayr1 1x1x1 cm boyutlarinda kesitler alinarak
numaralandirilmis seffaf cam numune siselerinde tekrardan tamponlanmis %10’ luk
ndtral formalin i¢ine alindi. Santral maternal ve fetal yiizlerinden alinan doku pargalari
seffaf cam numune siselerinin icinde tespit islemi i¢in 16 saat bekletildi. Tespit
asamasindan sonra doku parcalarindan formalin soliisyonunun uzaklastirilmasi igin 12
saat akar cesme suyu altindan bekletildi. Daha sonra doku parcalar1 dehidratasyon
islemi icin %50, %70, %80, %90 ve %96’lik alkollerde toplamda 8 saat bekletildikten
sonra son olarak absoliit alkol (%99,9) icerisinde 2x20 dakika bekletilerek

dehidratasyon islemi tamamlandi.
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Alkolii uzaklastirma islemi icin dokular 2x15 dakika ksilolde bekletilerek
seffaflastirma islemi gergeklestirildi. Infiltrasyon i¢in 58°C’ye ayarlanmis etiivde 2x1
saat parafin i¢cinde bekletildikten sonra bloklama islemi i¢in doku pargalar1 parafin
bloklara gomiildii (12). Gomme isleminden sonra her bir parafin bloktan, tam
otomatik, rotari mikrotom (Leica RM2265, Germany) yardimiyla Sum kalinliginda

kesitler alindi.

Elde edilmis olan kesitlere Hematoksilen-Eozin (H-E), adrenomedullin ve soluble
endoglin immiin boyamalar uygulandi. Preparatlar Zeiss Imager A2 151k mikroskobu

ve Zen 3.00 yazilim programi kullanilarak incelendi.

4.3. Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolii

1. Parafin kesitler ksilende 2x30 dakika bekletildi.

2. Azalan alkol derecelerinde sirasiyla 10’ar dakika bekletildikten sonra distile
suya kadar getirildi.

3. Harris hematoksilen soliisyonunda 8 dakika kadar bekletildi.

4. Kesitler 5 dakika ¢cesme suyu altinda bekletildi.

5. Cesme suyundan alinan kesitler dinlenmesi icin birka¢ dakika distile suda
bekletildi.

6. Zit boyama igin kesitler eozin soliisyonunda 5 dakika bekletildi.

7. Kesitler dehitratasyon islemi i¢in yiikselen derecelerde etil alkol dizisinde
gecirildi

8. Son olarak da parlatma islemi i¢in 2x45 dakika ksilolden gecirildi ve kesitler

entellan ile kapatildi.
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4.4. Soluble Endoglin (sEng) immun Boyama Yontemi

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

Sum kalinhigindan alinan doku kesitleri 2x30 dakika boyunca ksilolde
bekletildi.

10’ar dakika boyunca kesitler artan alkol dizisinden gegirildi.

Distile suda bir miiddet bekletildikten sonra antijen retrieval islemi yapilmasi

icin 5 dakika boyunca 90°C EDTA soliisyonuna mikrodalga firinda bekletildi.

. Mikrodalga firindan alinan kesitler, soguma islemi i¢in 30 dakika oda

sicakliginda bekletildi.

Distile suya alinan kesitler kurutulduktan sonra, immunohistokimya
kutusundan alind1 kesitlerde dokunun oldugu yer hidrofobik kalem ile ¢izildi.
Immunohistokimya kutusuna alinmis olan kesitlerin iizerine 3x5 dakika
boyunca Phosphate Buffer Saline (PBS) ilave edildi.

Bu asamalarda immunohistokimya kutusunun nemli olmasi i¢in hazirlanan
sicak su kutuya ilave edildi.

PBS alinarak Hidrojen peroksit soliisyonu damlatilip 20 dakika bekletildi.
Soluble Endoglin primer antikoru (cat# ab107595, Abcam, Cambridge, UK)
sinirlar ¢izilmis dokularin tizerinde pipet yardimiyla damlatildi ve kesitler +4
C de overnight edildi.

Sonraki giin PBS’de 3x5dakika yikandi

Biotinylated sekonder antikor ile 14 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5dakika yikandi.

Streptavidin-prexoidase damlatilarak 15 dakika bekletildi.

PBS de 3x5 dakika yikandi.

Daha sonra hidrofobik kalemle sinirlar1 belirlenmis olan kesitlerin iizerine
DAB damlatilip 10-15 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Kestiler Mayer hematoksilen ile 45saniye kadar zit boyama yapildiktan sonra,
cesme suyunda 5 dakika kadar yikandi.

Kesitler artan alkol serisinden hizli gegirilip, ksilolde 2x30 dakika kadar
bekletilip entellan ile kapatildi.
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19. Preparatlar Zeiss Imager A2 151k mikroskobu ve Zen 3.00 yazilim programi

kullanilarak incelendi.

4.5. Adrenomedullin immun Boyama Yéntemi

10.
11.
12.
13.
14.
15.

16.

Sum kalmhigindan alinan doku kesitler 2x30 dakika boyunca ksilolde
bekletildi.

8,6 ve 4’er dakika boyunca kesitler artan alkol dizisinden gegirildi.

Distile suda bir miiddet bekletildikten sonra antijen retrieval islemi yapilmasi
icin 5 dakika boyunca 90°C de EDTA soliisyonunda mikrodalga firinda
bekletildi.

. Mikrodalga firindan alinan kesitler, sogumasi i¢in 15 dakika oda sicakliginda

bekletildi.

. Distile suya alinan kesitler kurutulduktan sonra, immunohistokimya kutusunda

alind1 kesitlerde dokunun oldugu yer hidrofobik kalem ile ¢izildi.
Immunohistokimya kutusuna alinmis olan kesitler iizerine 3x5 dakika boyunca
Phosphate Buffer Saline (PBS) ilave edildi.

Bu asamalarda immunohistokimya kutusunun nemli olmasi i¢in hazirlanan
sicak su kutuya ilave edildi.

PBS alinarak Hidrojen peroksit soliisyonu damlatilip 20 dakika bekletildi.
Adrenomedullin primer antikoru (cat# ab69117, Abcam, Cambridge, UK)
sinirlart ¢izilmis dokularin tizerinde pipet yardimiyla damlatildi ve kesitler +4
C% de overnight edildi.

Sonraki giin PBS ile 3x5dakika yikand1

Biotinylated sekonder antikor ile 14 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5dakika yikandi.

Streptavidin-prexoidase damlatilarak 15 dakika bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.

Daha sonra hidrofobik kalemle sinirlar1 belirlenmis olan kesitlere DAB
damlatilip 10-15 dakika boyunca bekletildi.

PBS ile 3x5 dakika yikandi.
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17. Kestiler Mayer hematoksilen ile 45saniye kadar zit boyama yapildiktan sonra,
¢esme suyunda 5 dakika kadar yikandi

18. Kesitler artan alkol serisinden hizli gegirilip, ksilolde 2x30 dakika kadar
bekletilip entellan ile kapatildi.

19. Preparatlar Zeiss Imager A2 151k mikroskobu ve Zen 3.00 yazilim programi

kullanilarak incelendi.

4.6. immunohistokimyasal ve Istatistiksel Analiz

Parafin bloklardan alinan ve sEng ve ADM boyanan kesitlerden alinan 6rnekler
mikrograflandiktan sonra Image J (University of Wisconsin, ABD) analizine alind1.
Kesitlerden rastgele segilen toplam 10 alan yazilimda renk kontrast farkliliklar1 g6z
oniinde bulundurularak esik analizi gerceklestirildi. Hematoksilen ile boyanan total
doku tizerinde DAB + alanlarin orani tespit edildi ve yiizdelik degerler hesaplandi.
Hesaplanan yiizdesel veriler SPSS 24 (IBM, ABD) programinda normallik testine ve
sonrasinda bagimsiz t testi ile istatistiksel yonden degerlendirildi. Istatistiksel yonden

p<0,05 anlaml1 kabul edildi.
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S. BULGULAR

5.1. Histopatolojik Bulgular

Hematoksilen Eozin ile boyanan kontrol grubu kesitlerinde plasentanin normal
goriinimde oldugu ve villuslarin normal sekilde diizenlendigi gozlendi. Ayrica
damarlanmanin ve trofoblastik hiicre organizasyonu ile villus stromal alaninin normal
oldugu tespit edildi. Yapilan degerlendirmede kontrol grubu plasenta kesitlerinde
villoz kapillerlere yakin alanlarda normal yapida Hofbauer Hiicreleri izlendi (Resim

1,2).

Resim 1: Kontrol grubu plasenta goriintiisii (x 400). Normal goriintiide villuslar (kalin
ok) ve kapiller organizasyon (ok basi) ile stromal alan (ince ok) ve Hoffbauer hiicreleri
(kivrimli ok) gozlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar: 20um).
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Resim 2: Kontrol grubu plasenta goriintiisii (x 200). Kontrol grubu plasenta
kesitlerinde normal villus yapilar1 (kalin ok), villoz kapillerler (ok basi) ve stroma
(ince ok) izlenmektedir. (Boyama: H&E, Bar: 50um).

Preeklampsi grubu kesitlerinde ise intervilloz alanda yogun hemorajik odaklar,
villuslarda yer alan kapillerlerde konjesyon ve dilatasyon ayrica villéz stromanin
organizasyonunda bozukluklar goriildii. Ayrica Hofbauer Hiicreleri preeklampsi
kesitlerinde morfolojik olarak normal goriinimde degildi. Preeklampsi grubu ile
kontrol grubu karsilastirildiginda; preeklampsi plasenta kesitlerinde sinsityal koprii ve
diigiimlerin sayisinda artis oldugu, villoz kapiller liimenlerinin genisledigi ve bag
dokusunda yogun hiicre infiltrasyon alanlar1 oldugu tespit edildi. Kontrol grubunda
trofoblastik hiicrelerin normal goriintlide olmasina ragmen, preeklampsi grubu
kesitlerinde trofoblastik hiicrelerin yer yer tamamen ortadan kalktig1 goriildii. Kontrol
grubu ile preeklampsi grubu karsilastirildiginda ise Hofbauer Hiicrelerinin morfolojik
yapisinin bozuldugu ve villoz stromasinda az da olsa sayica artis oldugu tespit edildi.

(Resim 3,4).
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Resim 3: Preeklampsi grubu plasenta goriintiisii. Sinsityal diigiimlerde (ok) ve
kopriilerde (ok basi) artis. Villoz kapillerlerinde konjesyon ve dilatasyon (c),
Intervilloz alanda yogun hemorajik odaklar (h), stromal organizasyonda bozunma (¥),
hyalinizatif fibr6z alanlar (f) ve trofoblastik hiicre kaybi’nmin (kalin ok) yam sira
hofbauer hiicrelerinde artis oldugu (kivrimli ok) gézlendi. (Boyama: H&E, Bar:

-
N

» REy e

Resim 4: Preeklampsi grubu plasenta goriintiisii (x 200). Sinsityal diiglimlerde (ok) ve
kopriilerde (ok basi) artis. Villoz kapillerlerinde konjesyon ve dilatasyon (c),
Intervilléz alanda yogun hemorajik odaklar (h), stromal organizasyonda bozunma (*),
hyalinizatif fibroz alanlar (f) ve trofoblastik hiicre kaybi1 (kalin ok) izlenmektedir.
(Boyama: H&E, Bar: 50 um)
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5.2. Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve preeklampsi gruplarimin plasenta kesitleri incelendiginde sEng ve
ADM ekspresyonlarinin mevcudiyeti her iki grubun kesitlerinde de goriildii. Kontrol
grubu plasenta kesitleri sEng yoniinden degerlendirildiginde, stromanin genelinde
sEng ekspresyonu oldugu ve immunohistokimya boyama sonucu sEng pozitif
alanlarin sinsityal koprii bolgelerinde ve trofoblastik hiicrelerde yogunlastig: izlendi

(Resim 5,6).

Resim 5: Kontrol grubu kesitlerinde sEng ekspresyonu. Ekspresyon pozitif alanlar
(ok) ve negatif alanlar (ok bas1) izlenmektedir. (Boyama: sEng Immunohistokimya,
Bar: 20um).
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Resim 6: Kontrol grubu kesitlerinde sEng ekspresyonu goriintiisii (x 200). Ekspresyon
pozitif alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok basi) izlenmektedir. (Boyama: sEng
Immunohistokimya, Bar: 50um).

Ayrica kesitlerde villus kapiller endotellerinde de yer yer yogun sEng
ekspresyonu ve Hofbauer Hiicrelerinde ekspresyon izlendi. Preeklampsi plasentalari
incelendiginde ise ekspresyonun kontrol grubu gibi stromal alanin genelinde ve
sinsityal kopriiler diizeyinde oldugu tespit edildi. Bu bulgularin yani sira preeklamptik
plasenta kesitlerinde sEng ekspresyonunun sitotrofoblastik ve sinsitiyotrofoblastik
hiicre alanlarinda yogunlastigi ve kontrol grubuna nazaran daha yogun boyanmanin
gerceklestigi  gozlendi. Preeklamptik plasenta kesitlerinde villoz  kapiller
endotellerinde kontrol grubuna yakin ekspresyonun oldugu tespit edildi. Ek olarak
Hofbauer Hiicrelerinde sEng ekspresyonunun kontrol grubuna benzer oldugu goriildii.

(Resim 7,8).
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Resim 7: Preeklampsi grubu kesitlerinde sEng ekspresyonu. Ekspresyonun yogun
pozitif oldugu alanlar (0k) ve negatif alanlar (ok bast) izlenmektedir. (Boyama: sEng
Immunohistokimya, Bar: 20pm).

Resim 8: Preeklampsi grubu kesitlerinde sEng ekspresyonu goriintiisii (x 200).
Ekspresyon’un yogun pozitif oldugu alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok basi)
izlenmektedir. (Boyama: sEng Immunohistokimya, Bar: 50um).
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Kontrol =~ grubu  plasenta  kesitlerinde = ADM  immunohistokimya
degerlendirmesinde villoz kapiller endotelleri diizeyinde ve trofoblastik alanlarda

ADM ekspresyonu izlendi (Resim 9,10).

Resim 9: Kontrol grubu kesitlerinde ADM ekspresyonu. Ekspresyonun yogun pozitif
oldugu alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok basi) izlenmektedir. (Boyama: ADM
Immunohistokimya, Bar: 20um).

Resim 10: Kontrol grubu kesitlerinde ADM ekspresyonu goriintiisii (x 200).
Ekspresyonun yogun pozitif oldugu alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok basi)
izlenmektedir. (Boyama: ADM Immunohistokimya, Bar: 50um).
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Preeklampsi grubu plasenta kesitlerinde yaptigimiz ADM ekspresyon
degerlendirmesinde ise villoz kapiller alanlarinda ve trofoblastik alanlarda ADM
ekspresyon mevcudiyeti gozlendi (Resim 11,12,). Yine Preeklampsi grubu plasenta
kesitlerinde yaptigimiz degerlendirme de Hafbauer Hiicreleri diizeyinde ve kapiller
endotellerinde  ADM ekspresyonunun zayif oldugu izlendi. Yer yer sito ve
sinsityotrofoblast hiicrelerinde yogun ekspresyon izlenirken kesitlerin genelinde sito

ve sinsityotrofoblast hiicrelerinde ekspresyonun zayif oldugu gozlendi.

Resim 11: Preeklampsi grubu kesitlerinde ADM ekspresyonu. Ekspresyon pozitif
alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok basi) izlenmektedir. (Boyama: ADM
Immunohistokimya, Bar: 20um).
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Resim 12: Preeklampsi grubu kesitlerinde ADM ekspresyonu. Ekspresyon pozitif
alanlar (ok) ve negatif alanlar (ok bas1) izlenmektedir. (Boyama: ADM
Immunohistokimya, Bar: 50um).

5.3. Istatiksel Bulgular

Yaptigimiz istatistiksel analizde sEng ekspresyonu’nun kontrol grubu kesitlerinde
%34,83 +0,52’lik bir alan kapladigi ve preeklampsi grubu kesitlerinde %49,22 +
0,69’luk alanda eksprese oldugunu tespit ettik. Her iki degerin bagimsiz t-testi
analizine gore arasinda istatistiksel diizeyde anlamli bir fark bulundu (p=0,000) (Tablo

1, Sekil 4).

Tablo 1: Kontrol ve preeklamptik plasentalarda sEng ekspresyon yiizdeleri

sEng Ekspresyon Yiizdesi (%)

Gruplar Ortalama | Minimum | Maksimum | St. Hata | p degeri
Kontrol 34,83 32,18 37,45 0,52
<0,01
Preeklampsi 49,22 45,60 52,13 0,69
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sEng Ekspresyon Yiizdesi (%)

H Kontrol ® Preeklampsi

H 49,22 £ 0,69

N 34,83 10,52

Sekil 4: Kontrol ve Preeklampsi gruplart sEng ekspresyon yiizdeleri

Immunohistokimya boyadigimiz kesitlerde hem stromal hem de kapiller endotel
diizeyinde kontrol grubu plasenta kesitlerinde, preeklampsi grubu plasenta kesitlerine
kiyasla daha yogun ADM ekspresyon alanlar1 oldugunu tespit ettik. Elde ettigimiz bu
gozlemsel bulgular kantitatif degerlendirme amaciyla image J analizine alind1 ve elde
edilen bulgularin yazilimsal sonuclar ile Ortiistiigii tespit edildi. Analize alinan
immunohistokimyasal mikrograflardan elde edilen sonuglara gore ADM ekspresyonu
kontrol grubu kesitlerinde %51,72+1,83’liik alan kaplamaktaydi. Preeklampsi grubu
kesitlerinde ise ADM ekspresyon alan yiizdesinin %22,08+1,10 oldugu ve kontrol
grubuna kiyasla istatistiksel diizeyde anlamli ekspresyon azalmasi gosterdigi

(p=0,000) tespit edildi (Tablo 2, Sekil 5).

Tablo 2: Kontrol ve preeklamptik plasentalarda ADM ekspresyon yiizdeleri

ADM Ekspresyon Yiizdesi (%)

Gruplar Ortalama | Minimum | Maksimum | St. Hata | p degeri
Kontrol 51,72 45,47 63,43 1,83
<0,01
Preeklampsi 22,08 17,14 2791 1,10
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ADM Ekspresyon Yuzdesi (%)

N 51,72+1,83

H Kontrol M Preeklampsi

m 22,08%+1,10

Sekil 5: Kontrol ve Preeklampsi gruplart ADM ekspresyon yiizdeleri
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6. TARTISMA

Duley yaptig1 calisma da preeklampsi, tiim gebeliklerin %5-8’inde goriilen, artan
kan basinci, proteiniiri, 6dem ile kendini gdsteren ve ciddiye alinmasi gereken bir
rahatsizlik oldugunu bildirmistir (30). Genel olarak multisistem kusurlari
preeklampsiye neden olmaktadir. Koagiilasyon sisteminde artan aktivasyon, trombosit
agregasyonunda olan aksakliklar, vaskiiler diren¢ ve endotel disfonksiyonuna karsi
verilen anormal vaskiiler yanit preeklampsiyi olusturmaktadir (31). Gebeliklerde %7-
10 arasinda hipertansiyon goriilmekte olup maternal ve fotal mortalite ve morbiditenin
en 6nemli nedenlerinden biridir (32). Gilinlimiizde maternal mortalitelerin biiylik bir

kismi hipertansif gebeliklerden dolay1 olusmaktadir.

Gant ve ark. Gore normal hamilelik sirasinda, annede fetiis i¢in gerekli kan temini
saglayan fizyolojik adaptasyonlar meydana gelir. Vaskiiler direng ortalama arter
basinci ve endojen kiskaglarda duyarlilik azalir; kalp debisi, kalp atis1 ve kan hacmi
artar. Gebelikte bu hemodinamik adaptasyonlarin degismesi, preeklampsi ve
intrauterin  biiyiime geriligi gibi durumlarla iliskilidir. Diisiik damar direncinin
korunmasindan sorumlu olan mekanizma hala bilinmemektedir, ancak yerel olarak
tiretilen birka¢ vazoaktif ajanin fetoplasental dolasimin diizenlenmesinde yer aldigi

iler1 siirtilmektedir (33).

Bazi genlerin haploid yetmezligi normal fizyolojik fonksiyonu bozar. ADM;
desidua ve trofoblast hiicreleri tarafindan salgilanan, biiylimeyi destekleyen,
anjiyojenik ve natriiiretik bir faktordiir. Insanlarda, adrenomedullin seviyeleri
plasentasyon sirasinda yiikselir, ancak dogumdan sonra hamilelik 6ncesi seviyelerine
geri doner; fetoplasental dokulardaki degistirilmis ADM seviyeleri, spontan diistik,
gebelik diyabeti ve preeklampsinin patogenezinde ortaya ¢ikar. Yotsumoto ve ark.
yaptiklar1 ¢alismalarnda ADM gen bozuklugu olan farelerde fetiislerin, plasental
yetmezlik sonucu noral tiip kapanmasi, hidrops fetalis ve kardiyovaskiiler

malformasyondan dolay1 erkenden 6ldiiklerini bildirmislerdir (34).

Karpinich ve ark ise ADM nin, ilk 6nce insan feokro-mositomasindan izole edilen

ve uzun siireli bir vazorelaksasyon ortaya ¢ikaran bir peptit oldugunu sdylemisler ve
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endotel hiicrelerinin de ADM iirettigini bildirmislerdir. Northern blot teknigi ile
ADM’nin sadece adrenal bezlerinde degil, ayn1 zamanda akciger, kalp, aort, mide,
bagirsak, bobrek, tiroid ve vaskiiler diiz kas hiicreleri gibi ¢esitli dokularda eksprese
edildigini gostermislerdir. Hipertansiyonu olan hastalar, normotensif hastalara gore
yiiksek konsantrasyonlarda plazma adrenomedulline sahiptirler ve bu sebepten dolay1
ADM’nin kan basmci ve vaskiiler homeostazin fizyolojik diizenlemesine katildig1

diistiniilmektedir.

Di lorio ve ark.; ADM’nin hamilelik sirasinda anne ve fetoplasental dolasimin
diizenlenmesinde hamilelik sirasinda rol alip almadigini dogrulamak ig¢in, hamile
olmayan 7 kadininin ve gebeliginin 36-41. haftasinda bulunan 18 hamile kadininin
kandaki plazma ADM’ni 6l¢gmiisler ve maternal plazma ADM konsantrasyonlar1 gebe

kadinlarda gebe olmayan kadinlardan daha yiiksek oldugunu goérmiislerdir (35).

ADM yasam i¢in gerekli olan ¢ok islevli bir peptid vazodilatordiir. Plazma ADM
ekspresyonu gebelikte c¢arpici sekilde artar ve seviyelerindeki degisiklikler fetal
biiyltime kisitlamasi ve preeklampsi dahil olmak iizere gebeligin komplikasyonlari ile
iligkilidir. Li ve ark., genetigiyle oynanan ve ADM ekspresyonu az olan disi fareleri
kullanarak, fetal bliylimenin ve plasental gelisimin ekspresyondaki bir diisiisle ciddi
sekilde tehlikeye girdigini gostermislerdir. Ayni1 zamanda caligmalarinda fetal
trofoblast hiicrelerinin ve maternal uterin duvarinda, implantasyon aninda ADM gen
ekspresyonunda koordine ve lokalize artiglar oldugunu gostermislerdir. Boylece Li ve
ark. ¢aligmalarinda, hamilelik sirasinda insan ADM ekspresyonundaki miitevazi bir
azalmanin tireme {izerinde olumsuz etkiye sahip olabilecegini gosteren ilk genetik

kanit1 sunmuslardir(36).

TGF-B1 ve TGF-B3 izoformlarini i¢in bir hiicre yilizeyi koreseptorii olan Eng veya
CD105, endotel hiicrelerinde ve sinsitiyotrofoblastlarda yiiksek oranda eksprese
edilirek TGF-B1 ve TGF-B3'lin etkilerini modiile eder. Shivalingappa ve ark.,
sEng’nin sFlt1 ile birlikte uygulandiginda hamile siganlarda agir preeklampsiye yol
actigini gostermistir (37).

33



Levine ve arkadaslar1 ise yaptiklari ¢alismada sEng seviyeleri normal gebeligin
son iki ayinda arttigin1 ve bu seviyelerin preeklampsinin gelistigi kadinlarda daha
erken ve daha dik bir sekilde ytlikseldigini ve klinik hastaligin baglangicinda zirveye
ulastigini gostermislerdir. sEng’deki yiikselmelerin 6zellikle preeklampsinin gelistigi
kadinlarda veya preeklampsinin gelistigi ve gebelik yasi kiigiik bir bebegi olan
kadinlar arasinda daha belirgin oldugunu bildirmislerdir (38).

Eng'in, nitrik okside bagimli vazodilatasyonun diizenlenmesi yoluyla vaskiiler ton
bakiminda ana bir islevi oldugu ve muhtemelen gebelikte plasenta implantasyonu ve
spiral arterin yeniden sekillenmesini kontrol ettigi bilinmektedir. Eng'in
preeklampsideki rolii, sistemik endotel disfonksiyonundaki, zayif plasental
implantasyondaki ve bu hastalikta ana patofizyolojik anormallikler olarak gosterilen

spiral arter remodelingindeki roliine dayanan bir¢ok ¢alisma yapilmistir.

Nikuei ve ark., yaptiklar1 c¢alismada, preeklampsi hastalarinda Eng
ekspresyonunun diizensizligini ve sEng'in tanisal dogrulugunu arastirmislardir.
Calismalarinda, 6zellikle siddetli ve erken baslangichi preeklampsili hastalarda Eng
mRNA'in belirgin sekilde yiikseldigini ve preeklampside overeksprese oldugunu
dogrulamislardir. Ayrica, serum sEng diizeylerinde kontrol grubuna gore tiim
preeklampsi hastalarinda anlamli bir artis saptanirken, erken baslangichi ve agir

preeklampsi hastalarinda en yiliksek sEng seviyesine sahip oldugu goriilmiistiir (39).

Pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorlerdeki dengesizligin Preeklampsi
patofizyolojisinde etkili oldugunu gosteren olduk¢a kuvvetli bulgular mevcuttur
(40,41). Bu denge kusurunun klinik semptomlar sekillenmeye baslamadan dnce de var
oldugu diisiiniilmektedir (42). Her ne kadar preeklampsili gebeliklerde diisiikk dogum
agirhigi gézlensede, preeklampsiye benzer plasental iskemi, endotel disfonksiyonu gibi
komplikasyonlarin gelistigi normotansif gebeliklerde de diisiik dogum agirlig

goriilebilmektedir (43).

Yaptigimiz ¢aligmamizda kontrol ve preeklamptik plasentalar arasindaki
mikroskopik morfolojideki farkliliklar ayrica anti-anjiyogenik sEng ve pro-

anjiyogenik ~ ADM  ekspresyonlarinin  degerlendirilmesini  gerceklestirdik.
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Histopatolojik incelemelerde kontrol grubuna kiyasla preeklampsi grubunda yogun

patolojik durumlarin sekillendigini gordiik.

Preeklamptik plasenta 6rneklerinde yogun miktarda fibréz hiyalinize yapilarin
olustugunu, sinsityal diigim ve kopriilerin sayisinda artis oldugunu, kapillerlerin
dilatasyona ugradigint ve yogun konjesyon igerdigini ayrica villoz stromada yogun
dejenerasyon oldugunu tespit ettik. Bunun yani sira intervilloz alanda yogun hemoraji

varligini

Mevcut histopatolojik bulgularimiz daha 6nce Huppertz ve ark.’nin belirtilmis
oldugu preeklampsi’nin neden oldugu plasental patolojiler ile uyum gostermektedir
(44). Ayrica preeklampside sitotrofoblast proliferasyonu ve sinsityal diigiim ve kopriilerde
artis gozlenmekte ve bu durum’un hipoksi, artan apoptozis gibi nedenlerden dolay1

olabilecegi diisliniilmektedir. (45,46).

Immunohistokimyasal ~ analizlerimizde preeklamptik plasentalarda sEng
ekspresyonu’nun arttigt ve ADM ekspresyonunun diisiis egiliminde oldugunu
gozlemledik. Yang Gu ve ark. yaptiklar1 ¢alismalarinda kontrol grubuyla
kiyaslandiginda preeklamptik plasentalarda sEng ekspresyonu artisini bildirmislerdir
(47). Kiiltiire edilmis trofoblast hiicrelerinde gézlenen bu yogun ekspresyon bizim
calismamizda kullandigimiz plasental doku Orneklerindeki trofoblastik sEng
ekspresyon yogunlugu ile uyum gostermektedir. Calismamizda preeklamptik term
plasentalarda sEng ekspresyon yogunlugunun ozellikle trofoblast hiicrelerinde
yogunlasmasini, trofoblast hiicrelerinin parakrin bir sinyal mekanizmas1 olusturmak
suretiyle damar endotellerini etkileyerek anti-anjiyogenik bir yanit olusturdugu
seklinde yorumlamaktayiz. In vitro bir ¢alismada sEng’in TGFB-1’1 inhibe ettigi ve
endotel hiicrelerinde nitrik oksit sentaz aktivasyonunu bloke ettigi tespit edilmistir
(48). sEng’in endotel iizerindeki bu blokaj etkisi, trofoblastik parakrin mekanizma

hipotezimizi giiclendirmektedir.
Normotensif gebelikte sistemik dolasimda ADM diizeyinin yiikseldigi ve gebe

olmayan kadinlardan daha fazla oldugu belirtilmistir (49-51). ADM’in periferal

vaskiiler yapilarda ve bobreklerde sivi akisi ve homeostazi kontrol edici natriiiretik bir
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etkisi oldugu belirtilmistir (52). Makino ve ark., preeklampsi’de ADM miktarinin artis
gosterdigini One siirmiistiir (53). Ancak Kanenishi ve ark. ADM miktarinin
preeklampsi ile diisiis gosterdigini belirtmislerdir (54). Li ve ark. ise preeklampsili
gebeliklerde trofoblastik hiicre kiiltiiri mRNA diizeyinde ADM miktarini
degerlendirmis ve ADM miktarinin preeklampsi ile diisiis gosterdigini tanimlayarak
Kanenishi ve ark.’lariin hipotezini desteklemislerdir (55). Bizim ¢alismamizda da bu
caligmalarla uyumlu olarak ADM ekspresyon alanlarinin preeklamptik plasentalarda

azaldiginmi gozlemledik.

Preeklamptik term plasentalarda ADM ekspresyon azaligini birkag sekilde
yorumlamaktayiz. Ik hipotezimiz, plasentada sekillenen bir mekanizma aksaklig
ADM ekspresyonunu etkilemektedir ve ADM ekspresyonundaki diisiis te homeostazin
bozulmasina neden olmakta ve preeklampsi’yi sekillendirmektedir. Ikinci hipotezimiz
ise preeklampsi sekillenen plasentada ADM ve/veya sEng negatif feedback etkisi

gostererek asir1 damarlanmay1 dengelemeye ve homeostazi saglamaya caligmaktadir.

ADM’nin intravendz inflizyonu ile giicli bir hipotansiyon olusturdugu
bilinmektedir. Bu hipotansiyon mekanizmast da nitrik oksit tiretimi iizerinden
gerceklesmektedir (27). Preeklamptik term plasentalarda sEng’in nitrik oksit sentaz
basamagini bloke etmesi antianjiyogenik bir mekanizma yaratirken ADM
ekspresyonundaki azalma da nitrik oksit tretimini diisiik seviyede tutarak bu
anjiyogenik mekanizmayi desteklemektedir. Bu hipotezimiz homeostaz’in saglanmasi
amaciyla anti ve pro anjiyogenik faktorlerin birbirinden bagimsiz veya bagimli sekilde
isbirligi icerisinde olabilecegini diisiinmemize neden olmaktadir. Calismamizda hem
sEng hem de ADM’in o6zellikle trofoblast hiicreleri diizeyinde eksprese edildigini
gozlemledik. Preeklamptik plasentalarda yer yer trofoblast hiicre kaybinin s6z konusu
oldugunu da gozlemledik. Elde ettigimiz bulgular g6z 6niinde bulunduruldugu zaman
anti anjiyogenik sEng ve pro anjiyogenik ADM’in preeklamptik plasentalarda yogun
etkinligi oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica bu iki faktoriin de anjiyogenezis yoniinden

preeklamptik plasentalarda is birligi igerisinde oldugunu da diistinmekteyiz.
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7. SONUC

Calismamizdan edindigimiz bulgular dogrultusunda preeklampsinin gelismesine
veya preeklampsi’nin neden oldugu homeostatik bozukluklara yanit olarak
trofoblastik hiicrelerin dolayli olarak gorev alabilecegini diisiinmekteyiz. Ancak

mevcut hipotezlerimizi giiglendirecek yeni ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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