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OZET

Amac: Preeklampsi, gebelik esnasinda en sik rastlanan gebelik komplikasyonlarindan
biridir. Ekstravilloz Trofoblast (EVT) hiicrelerinin maternal spiral arterlere invaze
olmas1 ve damarlar1 yeniden sekillendirmesiyle birlikte embriyo gelisimi i¢in gerekli
tiim metabolitleri anneden saglamaya devam eder. Implantasyon esnasinda ve
sonrasinda materno-fetal immiin sistemin dengede olmas1 EVT invazyonunun kontrol
edilebilmesi i¢in 6nemlidir. Yardimc1 T hiicreleri (Th) salgiladiklar1 sitokinlerle
desidual mikrogevrenin proinflamatuvar olmasina neden olabilirler. Bu ¢alismada
immiin sistemde proinflamatuvar yanitta rol alan Th17 ve Th22 hiicrelerine, 6zgiin
RORYy (RAR-iligkili Orphan Reseptdor Gamma) ve AHR (Aryl hidrokarbon reseptor)
proteinlerinin ve yardimci T hiicrelerine 6zgiin CD4 (Cluster of Differentiation 4)
proteininin  preeklamptik ve normal plasenta dokularindaki gorevleri ve

lokalizasyonlar1 aragtirilmistir.

Yontem: Precklamptik plasentalarin morfolojik analizi i¢in Hematoksilen-E0Sin
boyamalar1 yapilmistir. Western Blot (WB) yontemi ile RORy ve AHR proteinlerinin
preeklamptik ve kontrol plasentalardaki protein miktarlar1 kantitatif olarak
belirlenmistir. Immiinfloresan (IF) yéntemi yapilarak, RORy, AHR ve CD4
boyamalariyla Th17 ve Th22 hiicrelerinin preeklamptik ve kontrol plasentadaki

ekspresyon siddetleri ve lokalizasyonlari tespit edilmistir.

Bulgular: WB deneyleri sonucunda preeklampsi grubunun kontrol grubuna gére AHR
protein miktarinda istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p< 0.05).
RORy protein miktarinda ise gruplar arasinda istatistiksel olarak bir fark
belirlenmemistir (p > 0.05). Term plasentasinda CD4 ve AHR immiinfloresan
boyanma gosteren hiicrelerin preeklampsi grubunda kontrol grubuna gore daha ¢ok
sayida lokalize olduklar1 tespit edilmistir. RORy boyanma gosteren hiicrelerin

ekspresyonlarinda bir fark tespit edilmemistir.

Sonug¢: Preeklampside olusan immiin denge bozuklugunda ekspresyonlarinda

istatistiksel olarak bir artis tespit edilen Th22 hiicreleri rol oynayabilir.

Anahtar Kelimeler: Preeklampsi, Ekstravilloz Trofoblast Hiicreleri, Immiin
Hiicreler, Th22, Th17



ABSTRACT

Objective: Preeclampsia is one of the most common pregnancy complications during
pregnancy. As the Extravillous Trophoblast (EVT) cells invade the maternal spiral
arteries and remodel the vessels, it continues to provide all the metabolites necessary
for embryo development from the mother. The balance of the maternal-fetal immune
system during and after implantation is important for controlling EVT invasion. Helper
T cells (Th) can cause the decidual microenvironment to become proinflammatory
with the cytokines they secrete. In this study, the role and localization of Th17 and
Th22 cells, which are involved in the proinflammatory response in the immune system,
RORYy (RAR-related Orphan Receptor Gamma) and AHR (Aryl hydrocarbon receptor)
proteins, and CD4 (Cluster of Differentiation 4) protein specific to helper T cells in

preeclamptic and normal placental tissues was investigated.

Method: Hematoxylin-Eosin staining was performed for the morphological analysis
of preeclamptic placentas. The protein amounts of RORy and AHR proteins in
preeclamptic and control placentas were quantitatively determined by Western Blot
(WB) method. By using immunofluorescence (IF) method, expression intensities and
localization of Thl7 and Th22 cells in preeclamptic and control placenta were
determined by RORy, AHR and CD4 staining.

Results: As a result of WB experiments, a statistically significant increase was found
in the amount of AHR protein in the preeclampsia group compared to the control group
(p< 0.05). There was no statistical difference between the groups in the amount of
RORYy protein (p > 0.05). Cells with CD4 and AHR immunofluorescence staining in
the term placenta were found to be more numerous in the decidua when compared to
the control group in the preeclampsia group. No difference was detected in the

expression of cells showing RORY staining.

Conclusion: Th22 cells with a statistically increased expression may play a role in the

immune balance disorder in preeclampsia.

Key words: Preeclampsia, Extravillous Trophoblast Cells, Immune Cells, Th22, Th17
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1. GIRIS

1.1.Hipotezin Temeli ve Amaci

Preeklampsi (PE), giiniimiizde insidans1 tiim gebeliklerde %3-%5 olan gebelik
hastaliklarindan biridir. Preeklampsi, sistolik kan basincinin (SKB) 140 mm Hg veya
diyastolik kan basincinin (DKB) 90 mm Hg {izeri olmasi ve 24 saatlik idrar 6rneginde
300 mg iizeri proteiniiri analizi olarak karakterizedir. Preeklampsinin ortaya ¢ikma
sebebi tam olarak anlasilamamakla beraber sistemik inflamasyon ve oksidatif stres bu
hastalig1 tetikleyen faktorler olarak goriilmektedir (Rana ve ark., 2019). Buna ek
olarak, preeklampsinin ortaya ¢ikmasinda trofoblast invazyonunun spiral arterlerde
yeterli olmamasinin neden oldugu diistiniilmektedir (Lam ve ark., 2005; Dokras ve
ark., 2006; Chaiworapongsa ve ark., 2014). Saglikli gebeliklerde gerceklesen
immiinolojik mekanizmalarin PE gebeliklerde normal gerceklesmedigi ve bunun
sonucunda da PE patolojisine yol agtig1i varsayilmaktadir. PE patolojisinin
gelismesinin nedenlerinden biri olarak plasental mikro ¢evrede olusan immiinolojik
degisiklikler diisiiniilmektedir (Saito ve ark., 1999). Gebeligin baslangicindan itibaren
gebelikte rol alan maternal ve fetal hiicrelerde immiinolojik siire¢ gerceklesir.
Embriyonun implantasyon siireci proinflamatuvar bir ortamda gergeklesir. Gebeligin
ilerlemesiyle birlikte ikinci trimesterde antiinflamatuvar ortam gelisir ve {lg¢ilincl
trimesterde tekrar proinflamatuvar ortam olusmaktadir (Mor ve ark., 2011). Saglikli
bir gebelik icin bu kosullarin saglanmasit hayati 6nem tasir. Bu kosullarin
saglanmasindan T yardimci (Th) hiicreleri sorumludur. Th hiicresinin degisik alt tipleri
olup bunlardan Thl proinflamatuvar, Th2 antiinflamatuvar sitokinler salgilayarak
gebeligin saglikli ilerlemesini saglar. Preeklampside gergeklesen inflamasyonun
stirecinin devam etmesi Thl ve Th2 hiicrelerinden salgilanan proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar ~ sitokinlerin ~ dengede  olmamasindan  kaynaklanmaktadir

(Chaiworapongsa ve ark., 2014).

Th hiicrelerinin alt gruplarindan biri olan T yardimci-22 (Th22) hiicresi immiin
regililasyonda rol alan bir hiicre tipidir (Plank ve ark., 2017). Trofoblast hiicrelerinin
proliferasyonu ve hayatta kalmalar1 embriyonun saglikli gelisimi i¢in dnemlidir. Th22
hiicrelerinin salgisi olan IL-22, trofoblast hiicrelerinin proliferasyonunda ve apoptoza

ugramalarin1 engellemede Onemli bir role sahiptir (Wang Y. ve ark., 2013).



Preeklamptik gebeliklerde periferal kan ile yapilan galismalarda IL-22 seviyesinin
kontrollere gore daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Zhang Z. ve ark., 2017).
Western blot ve immiinohistokimyasal incelemelerde IL-22R’nin, saglikli gebeliklere
kiyasla tekrarlayan diisiiklerde plasental villiislerde daha diisiik ekspresyona sahip
oldugu tespit edilmistir. IL-22’nin, reseptoriinin  yoklugunda, trofoblast
proliferasyonunu destekleyemedigi i¢in tekrarlayan diisiiklere sebep olabilecegi
distiniilmektedir (Wang Y. ve ark., 2013). Th17 hiicreleri, enflamatuar yanitlarin
indiiklenmesinde anahtar efektor T hiicreleri olarak kabul edilir. IL-17 ve IL-22 gibi
proinflamatuar sitokin tiretiminin artmastyla birlikte Th17 hiicreleri, immiin efektor
hiicreleri toplayabilir. Immiin efektdr hiicrelerin toplanmastyla, immiinolojik
rejeksiyon, inflamatuar/otoimmiin hastaliklar ve alerjenik bozukluklar gibi kronik
inflamatuar durumlarda diger inflamatuar sitokinleri (6rn. IL-1, IL-6, IL-8, IFN-y ve
TNF-a) iiretilebilir (Darmochwal-Kolarz ve ark., 2012; Cao ve ark., 2015; Wang H.
ve ark., 2015). IL-22, Th22 hiicrelerinden farkli olarak Th17 hiicrelerinden de
salgilanmaktadir. {1k trimesterde desidual stromal hiicreleri, kemokin C-C motif ligand
2 (CCL2) salgilart araciligiyla Th17 hiicrelerinin periferal dolasimdan maternal fetal
araylize gociinli saglamaktadir. Desiduaya go¢ eden Th17 hiicrelerinden salgilanan IL-
17 sitokini, trofoblastlarda bulunan IL-17 reseptoriine baglanarak proliferasyon ve
invazyonda rol alir (Wu ve ark, 2014). Preeklampsinin patogenezinde
proinflamatuvar ortamin rol oynadigi diisiiniilmektedir (Venkatesha ve ark., 2006).
Th1, Thl7, Th22 gibi hiicreler proinflamatuvar sitokinler salgilayarak preeklampside
gozlenen proinflamatuvar ortamdan sorumlu olabilir (Bates ve ark., 2002; Chaouat ve
ark., 2003; Saito ve ark., 2003; Schmitt ve ark., 2015; Khalid ve ark., 2017). Bu
calismanin amaci preeklamptik gebeliklerde immiin sistemdeki Th22 ve Thl7

hiicrelerinin rollerinin incelenmesidir.

Saglikli ve preeklamptik gebeliklerde Th17 ve Th22 hiicrelerinin plasentadaki protein
miktarlarin1 kantitatif olarak belirlemek icin western blot metodu kullanilmistir.
Farklilasmamis T hiicre grubu olan naif T yardimci hiicreleri, RAR-iliskili orphan
reseptorii gamma (RORy) transkripsiyon faktorii varliginda Thl7 hiicrelerine
farklilagsmaktadir (Gong ve ark., 2021). RORYy antikoru bu ¢alismada Th17 hiicrelerini
belirlemek i¢in kullanilmigtir. Naif T yardimci hiicreleri AHR transkripsiyon faktorii
varliginda Th22 hiicrelerine farklilasmaktadir (Gong ve ark., 2021). AHR antikoru

Th22 hiicre popiilasyonunu belirlemek i¢in kullanilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Spermiyogenez ve Oogenez

Oogenez siireci ile ovaryumlarda oositler iiretilmektedir. Uretilen oositler uterin
tiiplere ulasir ve fimbriyalar araciligiyla fertilizasyonun gergeklestigi ampulla igine
aliir. Spermatogenez ile seminifer tlibiillerde sperm iiretilmektedir. Cinsel iliski
sonrasinda ejakulasyon ile spermler uterusa gelmektedir. Spermin kapasitasyon
islemini gecirerek fertilizasyona uygun hale gelmesi gerekmektedir. Kapasitasyon,
sperm Uterustan uterin tiiplere gecerken gerceklesmektedir. Kapasitasyonun
tamamlanmasi ile akrozom reaksiyonu gergeklesir. Akrozom reaksiyonu spermin
oositin etrafindaki korona radiata ve zona pellucidanin delinmesi icin gereklidir.

Fertilizasyon sperm oosit ile temas ettiginde baslamaktadir.
2.2. Fertilizasyon

Sperm ile temas eden oosit 2. mayoz boliinmesini tamamlar. Spermlerin bas kismindaki
¢ekirdegin hemen tistiinde akrozom yer alir. Spermin akrozomun da bulunan akrozin
enzimi oositi saran zona pellusiday1 pargalar. Bu par¢alanma spermin oosite girmesini
saglar. Spermin oosite girisiyle sperm kuyruk kismini kaybeder. Fertilizasyonda rol
alan sperm ve oosit kaynakli iki gametten gelen haploid niikleuslar birleserek diploid
olan zigotun olugmasini saglar (Oliver ve ark., 2022). Zigotun olusumu 24 saatte
gergeklesir. Bu siire sonunda zigot i¢inde hizli bir sekilde hiicre boliinmeleri mitoz
olarak gerceklesmektedir. Bu boliinmeler ile 2-hiicre, 4-hiicre, 8-hiicre ve morula
evreleri olugsmaktadir. Morula, d6llenmeden yaklasik dort giin sonra olusur ve 16 ila
32 hiicreli bir kiitle olarak goziikmektedir. Morula evresine kadar gerceklesen hiicre
cogalma evreleri fallop tiipiinde gerceklesir ve uterusa dogru ilerler (Sekil 2.1).
Morulada bulunan hiicreler embriyonik kok hiicrelerden olusan i¢ hiicre kitlesini ve
sonrasinda embriyoyu meydana getirmektedir (Hassani ve ark., 2019). Morula
evresinden sonra blastosist yapisi gelisir. Blastosist {i¢ yapidan olusur: i¢ hiicre kitlesi,
blastosist boslugu ve trofektoderm. Morula evresinden blastosiste gegiste i¢ hiicre
kitlesinde ve trofektodermde bulunan hiicrelerin ayrimi i¢in bir secilim olur. Farelerde
yapilan calismalar ile i¢ hiicre kitlesindeki hiicrelerin Oct 4, FGF, Nanog
transkripsiyon faktorlerini eksprese ettikleri goriilmiistiir. Cdx-2, Eomes ve Tead 4

transkripsiyon faktorlerinin ise trofektoderm hiicrelerinde eksprese edildigi
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saptanmistir (Khan ve ark., 2022). I¢ hiicre kitlesi blastosistin bir kutbunu
kaplamaktadir. i¢ hiicre kitlesini igeriden kaplayan kisim blastosist boslugu adimi
almaktadir. Blastosistin dis ¢eperini kaplayan trofoblast hiicreleri iki kisim olarak
incelenir. I¢ hiicre kitlesini ¢evreleyen trofoblast hiicreleri polar trofektodermi
olusturur. Blastosist boslugunun ¢evresindeki trofoblast hiicreleri mural trofektoderm
olarak adlandirilir. I¢ hiicre kitlesi hipoblast ve epiblast hiicrelerinden olusmaktadir.
Hipoblast yolk kesesine doniisiir. Epibast hiicreleri ii¢ germ tabakasini; endoderm,
mezoderm ve ektoderme kaynak olusturur. Ektoderm epidermisi, tirnaklari, sagi,
periferik sinir sistemini, beyni ve omuriligi olusturmaktadir. Mezoderm kas, kemik,
bag dokusu, notokord, bobrek, gonadlar ve dolasim sistemini olusturmaktadir.
Endoderm, sindirim sistemi, mide, kolon, karaciger, mesane ve pankreasin epitel

astarini olusturmaktadir (Oliver ve ark., 2022).
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Ovulasyon Implantasyon

Fertilizasyon

Sekil 2.1. Gebeligin ger¢ceklesmesini saglayan fertilizasyonda asilan basamaklar ve blastosistin uterusun
endometriyumuna implantasyonu (Wang H. ve ark., 2006).

2.4. implantasyon

Gebeligin gerceklesmesi igin blastosistin uterusa tutunarak implante olmasi
gerekmektedir.  Uterus, endometriyum, miyometriyum ve  perimetriyum
tabakalarindan olusmaktadir. Uterusun i¢ tabakasini olusturan endometriyuma
blastosistin tutunmasi ile implantasyon baslamaktadir. Implantasyon ile birlikte
endometriyumda desidualizasyon olay1 gerceklesmeye baslar. Desidualizasyon ile
uterus, yiiksek dstrojen ve progesteron seviyeleri ile karakterize olan sekresyon fazina

gecis yapmaktadir. Endometriyumun salgi fazina gec¢is yapmasi limen epitel
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hiicrelerinin apikal yiizeylerinde bulunan mikrovilli goriiniimlii pinopodlar ile
karakterizedir (Stavreus-Evers ve ark., 2001; Nikas ve ark., 2002; Nikas ve ark., 2003).
Uterusun implantasyon basarisini belirlemek i¢in pinopodlarin saptanmasi klinik bir
belirteg olarak kullanilabilmektedir (Psychoyos, 1986). Pinopodlarin endometriyumda
bulunma sikliklari ile blastosistin endometriyuma implante olmasi arasinda bir oran
oldugu yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir (Nikas, 1999b, 1999a). Pinopod gelisimi,
l6semi inhibitor faktér (LIF), LIF reseptorii, progesteron ve integrin aVB3'liin
ekspresyonunda bir artis ile iliskilidir (Lessey ve ark., 1992; Stavreus-Evers ve ark.,
2001; Aghajanova ve ark., 2003). Tim bu molekiiller, blastosist ve endometrium
arasindaki etkilesimde ve implantasyon siirecinin ger¢eklesmesi i¢in ¢ok dnemlidir.
Uterusta implantasyon penceresinin olusumuyla birlikte uterus yeniden sekillenmeye
maruz kalir (Mor ve ark., 2017). Blastosist, endometriyumda liimen epiteline invaze
olur (Kimber ve ark., 2000; Norwitz ve ark., 2001; Su ve ark., 2015). Bu nedenle

implantasyonun farkli asamalar1 vardir: apozisyon, adezyon ve invazyon.
2.2.1. Apozisyon

Endometriyum reseptif hale geldiginde, blastosist ile endometriyumun liimen epiteli
arasinda gevsek bir etkilesim meydana gelir. Endometriyum liiteal fazda bulunurken
blastosist ile endometriyum arasinda iletisim kurulur ve bu asamaya apozisyon adi
verilmektedir (Su ve ark., 2015). Apozisyon asamasinda reseptor-ligand etkilesimleri
kritiktir. L-selektin bu asamada 6nemli bir rol oynar. Endometriyumdaki pinopodlarda
eksprese edilen L-selektin ligandlar1 blastosistin i¢ hiicre kitlesi hiicreleriyle
etkilesimini saglar. Blastosistin uygun pozisyona getirilmesi ile aposizyon
tamamlanarak, adhezyon igin uygun bir pozisyonda olmasi saglanir (Sekil 2.2)
(Fazleabas ve ark., 2003; Genbacev ve ark., 2003; Nejatbakhsh ve ark., 2012;
Gnainsky ve ark., 2015; Ashary ve ark., 2018). Apozisyon ile birlikte liimen epitelinde
bulunan progesteron ile baglantili Mucin-1 (MUC-1) ekspresyonu artig gosterir.
MUC-1, blastosistin endometriyumda implantasyon sansinin diisiik oldugu bolgelere
baglanmasin1 Onleyen bir molekiildiir. MUC-1, ekspresyonunun artmasi ile
blastosistin endometriyumda yanlis bdlgeye baglanmasi onlenilebilinir (Sekil 2.2)

(Meseguer ve ark., 2001; Achache ve ark., 2006).
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Sekil 2.2. implantasyonda apozisyon ve adhesyon asamalari. (A) L-selektin araciligiyla blastosist
uygun pozisyona gelir. (B) Mucin-1 (MUC-1), blastosistin implantasyon sansi diisiik bolgelere
adhezyonunu engeller. (C) Sitokinler ve prostaglandin, blastosistin implantasyona elverisli bolgeye
adhezyonunu saglar. (D) Integrinler blastosistin pinopodlara tutunmasim saglayarak basarili
implantasyonu saglar (Achache ve ark., 2006).

2.2.2. Adhezyon

Adhezyon islemi sirasinda sitokinler 6nemli bir rol oynar. Stroma ve bezlerde bulunan
hiicreler tarafindan salgilanan 16semi inhibitor faktorii (LIF), IL-6, IL-1 sitokinleri ve
prostaglandin, blastosistin implantasyon sansi yliksek olan bolgeye baglanmasini
saglar. IL-6 sitokini sinifina ait olan LIF sitokini adhezyon safhasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Nachtigall ve ark., 1996). Endometriyum liiteal faza gecis yaptiginda
bu sitokin miktarinin ekspresyonunda ciddi bir artis yagsanmaktadir. Yapilan caligmalar
LIF ekspresyon eksikliginin kadinlarda infertiliteye sebep oldugu gosterilmistir (Paiva
ve ark., 2009). Pinopodlarda eksprese edilen LIF blastosistte bulunan reseptorii LIFR
ile etkilesime girerek blastosistin pinopodlara tutunmasini saglamaktadir. Blastosistin
implantasyonu i¢in pinopodlara baglanmasi gerekmektedir (Sekil 2.2). Uterusun
liiminal epitelinde bulunan integrinler blastosistin pinopodlar araciligr ile
baglanmasinda etkilidir (Kimber ve ark., 2000; Reddy ve ark., 2003; Singh ve ark.,
2009).



2.2.3. Invazyon

Bu asamada blastosistte bulunan trofoblast hiicreleri, maternal kan damarlarina
ulagsmak amaciyla endometriyal epitele ve endometriyal stromaya penetre olurlar
(Carson ve ark., 2000). Trofektodermin primer sinsisyumu olusturmasiyla prelakiiner
evre baglamaktadir (Boyd J. D. ve ark., 1975) (Sekil 2.3). implantasyon sonras1 primer
sinsisyum endometriyuma invaze olur (Schlafke ve ark., 1975). Primer sinsisyumda
olusan i¢i s1v1 dolu lakiinalarin olusumu lakiiner evre olarak adlandirilmaktadir (Sekil
2.3). Lakiinalar genisledik¢e primer sinsisyumda trabekiiller olusturmaktadir. Primer
sinsisyumda bulunan sitotrofoblast hiicreleri bir yandan prolifere olurken diger
taraftan sinsisyotrofoblastlara farklilagirlar. Hizla prolifere olan sitotrofoblast
hiicreleri primer sinsisyumu asarak icte sitotrofoblast hiicreleri, dista sinsisyotrofoblast
hiicreleri bulunan primer villileri olusturur. Bu asama villoz asama olarak
adlandirilmaktadir (Bischof ve ark., 1996; Gellersen ve ark., 2014; Turco ve ark.,
2019) (Sekil 2.3). Zamanla primer villiisler sekonder ve tersiyer villiislere dallanir. Bu
slire¢ plasentasyon olarak bilinmektedir (Bischof ve ark., 1996). Lakiinalarin
olusturdugu trabekiiller intervilloz alant olusturur. Sekonder villiislerde primer
villislere ek olarak yapilarinin i¢ tarafinda ekstraembriyonik mezenkim dokusu
bulunmaktadir. Tersiyer villiislerde ise sekonder villiislere ek olarak ekstraembriyonik
mezenkim dokusunun iginde fetal kilcal damarlar bulunmaktadir (Turco ve ark.,

2019).
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Sekil 2.3. Plasental gelisimin erken evreleri. (A-B) Prelakiiner evrede primer sinsisyum olusumu, (C)
Lakiiner evrede primer sinsisyumda lakiinalarin olusumu. (D) Villoz evrede sitotrofoblastlarin hizla
cogalmasiyla primer villiis olusumu. (SB: Salgi bezi; Pr. Sin: Primer sinsisyum; AK: Amniyotik kavite;
EEM: Ekstra embriyonik mezoderm) (Turco ve ark., 2019).

2.2.4. Desidualizasyon

Desidualizasyon, endometriyal stromal hiicrelerinin embriyoya uyum saglamak ig¢in
gecirdigi doniisiimdiir. Endometriyumun liimen epitelinden invaze olan blastosist
implantasyonu tamamladiginda, embriyonun etrafindaki igsi stromal hiicreler
desidualizasyon ile oval niikleuslu desidual hiicrelere dontismektedir (Johnson ve ark.,
2003; Gellersen ve ark., 2014; Ashary ve ark., 2018). Endometriyumun stromal
hiicreleri ¢esitli biiylime faktorleri tiretir. Desidualizasyon sonrasinda stromal hiicreler,
ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin migrasyon yapabilmesi i¢in bazal membran
proteinleri, fibronektin ve laminin salgilar (Aplin ve ark., 1988). Desidualizasyon ile
ii¢ farkli desidual bolge olusur: Desidua bazalis, desidua parietalis ve desidua
kapsiilaris (Plaisier ve ark., 2008). Implantasyon bélgesinin hemen altindaki desidua

bolgesi, desidua basalisi olusturur; gelismekte olan konseptusu Orten ve onu uterin



kaviteden ayiran bolge desidua Kapsularistir; ve desiduanin geri kalani desidua

parietalistir (Sekil 2.4) (Su ve ark., 2015).

Desidua Basalis

Plasenta
Desidua Kapstilaris

Desidua Parietalis

Amniyotik kavite

Uterin kavite

Sekil 2.4. implantasyon sonrasi olusan desidua bolgeleri (Ng ve ark., 2020)

Gebelikte yiiksek progesteron seviyeleri, saglikli hamileligi saglamak i¢in desiduay1
korumakta rol almaktadir (Dimitriadis ve ark., 2010; Okada ve ark., 2018). Stromal
hiicrelerin farklilagmasi ic¢in spiral arterlerin modifiye edilmesi gerekmektedir.
Desidual l6kositlerin maternal immiin tolerans olusum mekanizmasinda ve erken
gebelik sirasinda desidual gelisim ve yeniden sekillenmede rol oynadigi
diistiniilmektedir. Lokositler, desiduadaki hiicre popiilasyonunun biiyiik bir boliimiinii
olusturur. Uterus dogal 6ldiiriicti hiicreleri (uNK) desidualizasyon sirasinda aktive
olan ve hizli bir sekilde artan, desidual immiin hiicrelerin yaklasik %65-70'ini
olusturan hiicrelerdir (Dosiou ve ark., 2005; Smith ve ark., 2009; Croy ve ark., 2012).
uNK hiicreleri salgiladiklar1 sitokinler ile maternal immiin tolerans saglamaktadir.
Ayrica, stromal hiicrelerin desidual hiicrelere farklilagsmasi i¢in biiylime destegi

saglamaktadir (Dunn ve ark., 2003; Zhang S. ve ark., 2013; Su ve ark., 2015).

Dolagimda bulunan monositler ile yapilan bir ¢aligmada, gebelikte 7 ila 20. gebelik

haftalar1 arasinda desiduaya monosit infiltrasyonunun arttig1 gézlemlenmistir ve bu
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artisin allograft toleransta rol oynadigi diistiniilmektedir (Smarason ve ark., 1986).
Desiduada bulunan uNK hiicreleri membran tip 1 matriks metalloproteinaz (MT1-
MMP) gibi proteazlar1 iiretmektedir. Proteaz regiilasyonu trofoblast invazyonunu
kontrol eden bir etkendir. Spiral arterlerden gelen maternal besine erisimin agilmasinin
invazyon ile saglanmasi gerekirken, anneyi riske atacak kademeye gelmesi proteaz
regiilasyonu ile engellenebilir (Plaisier, 2011). Ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin
maternal spiral arterlere invazyonu hormonal ve sitokin sinyallerinin kontrolii

altindadir (Whitley ve ark., 2010).

Desiduada gozlenmekte olan endometrial stromal hiicrelerin farklilagsmasi ve
anjiyogenez gebeligin saglikli ilerlemesi i¢in gereklidir (Zhang S. ve ark., 2013; Su ve
ark., 2015). Endometriyum, stromal desidual hiicrelerin proliferasyonu, artmis
vaskiiler gecirgenlik, vaskiiler yeniden sekillenme ve anjiyogenez ile karakterize

vaskiilarize bir reseptif dokuya doniistir.
2.3. Plasenta

Plasentanin islevi, fetal gelisimin tiim asamalarinda fetal beslenmeyi saglamaktir.
Besinlerin, gazlarin ve suyun fetiise iletilmesini, fetal metabolizmanin atik {iriinlerinin
anne kan dolasimina atilmasin1 ve anne metabolizmasinin hormonlar araciligryla
gebeligin farkli asamalarina uyarlanmasi plasentanin islevidir (Munro ve ark., 1983).
Plasenta, fetiisiin normal biiylimesini ve gelisimini destekleyen son derece 6zellesmis
bir gebelik organidir. Plasentanin biiylimesi ve islevi, maternal ve fetal dolasim
sistemleri arasindaki besin ve atik iriinlerin aligverisinin maksimum verimlilikte
caligmasin1 saglamak i¢in hassas bir sekilde diizenlenir ve koordine edilir.
Implantasyondan sonra, trofoblast hiicreleri, sitotorofoblast, sinsisyotrofoblast ve
ekstravilloz trofoblast olarak ii¢ tipte farklilasir. Villoz sitotrofoblast hiicreleri,
koryonik villusun dig epitel tabakasini olusturan cok cekirdekli sinsisyotrofoblasti
olusturmak i¢in birleserek flizyon yapar. Koryonik villiisler, plasentanin ana
fonksiyonel birimleridir. Maternal-fetal metabolit transferi esas olarak koryonik villiis
agacinda yer alan terminal villiislerde gergeklesir. Metabolit degisiminin
gerceklesmesi icin trofoblastlarin farklilastigi ekstravilloz trofoblast hiicreleri
desiduaya goc¢ edip uterustaki spiral arterlere invaze olup bu arterleri yeniden
sekillenmesine neden olur. Spiral arterleri yeniden sekillenmesiyle genislemis, uyumlu

damarlar yoluyla plasentaya kan akisi kolaylasir (Turco ve ark., 2019). Plasenta,
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karbondioksit ve diger atik tirlinleri uzaklastirirken, fetiise oksijen ve besin saglar. Bir
dizi maddeyi metabolize eder ve metabolik iirlinleri maternal ve/veya fetal dolasima
gecmesine olanak saglar. Plasenta, fetiisii enfeksiyonlara ve anne hastaliklarina kars1
korumaya yardimci olmaktadir. Coklu ilaca direngli protein 1 (MDRI1), ¢oklu ilaca
direngli protein (MRP), plasentaya 6zgii ATP baglayic1 kaset proteinleri (ABCP),
meme kanseri diren¢ proteini (BCRP) ve mitoksantron direnci ile iliskili protein
(MXR) toksik maddelerin fetiise transferini azaltmaya yardimci olabilir. Cesitli
hormon {iretimi yaparak gebeligin saglikli tamamlanmasi plasentaya baglidir. Plasenta
az miktarda koryonik tirotropin ve kortikotropin iiretir. Bunlar anne kan dolagimina
saliir ve anne metabolizmasini diizenlemeye yardimci olabilir. Progesteron insan
plasentas1 tarafindan iiretilir ve hem maternal hem de fetal dolasima salinir.

Progesteron uterus kasilmasini engeller (Gude ve ark., 2004).
2.3.1. Plasental Villiis Tipleri

Plasentanin ana yapisini villiislarin dallanmasi olusturur. Villisler gelisim evresine,
yapisina, damar dallarina ve histolojik 6zelliklere gore bes ayri tipte belirlenmistir

(Benirschke Kurt ve ark., 1998). Bu tipler:
- Stem villiis (80-3000 pm)
- Immatiir intermediyet villiis
- Matiir intermediyet villiis (60-150mm)
- Terminal villiis (30-80 um)
- Mezenkimal villiis’tiir (Sekil 2.5).

Stem villtisler villiis stromasi i¢inde beliren biiyiikk damarlar ve mikrodamarlar ile
karakterize villiis tipidir. Trofoblast hiicreleri villlisii kalin bir tabaka olarak sarar.
Sinsisyotrofoblast tabakasi ince bir tabaka halinde ig¢te bulunan sitotrofoblastlari
sarmaktadir. Olgun plasentada stem villiiste bulunan trofoblast hiicrelerinin ¢ogunlugu
dejenere olmustur ve yerlerini perivilloz fibrinoidlere birakmistir. Stromalarinda
fibroblastlar ve makrofajlar bulunmaktadir. Stem villiisler, villoz dallanmayla olusan

villiisleri desteklemektedir. Fetal kapilarizason seviyesi diisiik oldugundan maternal-
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fetal transfer ¢ok azdir. Damarlarin etrafinda yer alan miyofibroblastlar intervillz

alanda maternal kanin dolagiminda rol almaktadir (Benirschke Kurt ve ark., 1998).

Immatiir intermediate villiisler, kok villuslardan kaynak alan yuvarlak, periferik ve
olgunlagsmamuis villiis tipleridir. Stem villiislerde gozlenen kalin trofoblast tabakasi
ayni sekilde bu tipte de gozlenir. Bu villiisler, retikiiler bir stroma, Hofbauer hiicreleri,
belirgin damarlar ve siireksiz bir sitotrofoblast tabakasi ile karakterize edilmistir. D1g
sinsisyotrofoblast tabakasi, gelisim boyunca devamliligini korur. Olgunlasmamis ara
villiisler, villiis dallanmalarinin merkezi olarak kabul edilmektedir (Benirschke Kurt
ve ark., 1998).

Matiir intermediate villuslar, stromalarinda yiiksek derecede fetal damarlanma olan
ince ve uzun dallanmalar olarak karakterize edilmistir. Stem ve immatiir intermediate
villiislerden daha ince trofoblast tabakasina sahiptir. Sitotrofoblast hiicreleri
kapillerlere yakin bulunur. Stromalar1 bag doku hiicrelerinden olusmaktadir ve
cogunlukla makrofaj igermezler. Vaskiilarizasyonun yiiksek olmasi bu tiplerin
maternal-fetal degisimde rol oynamasini saglar. Plasental hormon tiretiminde 6nemli

rol oynarlar (Benirschke Kurt ve ark., 1998).

Terminal villiislerin kaynaklar1 matiir intermediate villiislerdir. Bu villiislerde fetal
vaskiilarizasyon yogun oldugundan fetal-maternal degisimde bu villiis tipleri ¢ok
onemlidir. Villiisii saran trofoblast tabakasi incedir. Villiis yiizeyinin %30-40’1n1 bu
tip olusturmaktadir. Fetal kapillerler stromanin %50’sini olusturur ve kalan bolgede az
sayida lifler ve bag doku hiicreleri bulunur. Term plasentada, terminal villuslar daha
az stroma ve siireksiz bir sitotrofoblast tabakasina sahiptir (Benirschke Kurt ve ark.,
1998).

Mezenkimal villiis, gebeligin ilk evrelerinde olusan en ilkel wvilliis tiirtidiir.
Mezenkimal villiis yapisinda ufak kilcal damarlar, villiisii gevreleyen sitotrofoblastlar
ve villisiin dis ceperinde sinsiSyotrofoblast tabakasi bulunmaktadir. Yapisinda
bulunan kilcal damarlar az gelismistir ve siniizoidal genisleme gdostermezler.
Mezenkimal villiisler gebeligin ilk haftalarinda kritik rol oynar. Villiis proliferasyonu
ve endokrin aktivitenin gerceklestigi yer mezenkimal villiislerdir. Gebeligin
ilerlemesiyle birlikte, villoz biiyiimeyi siirdiirmekle gorevlilerdir (Benirschke Kurt ve
ark., 1998).
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Sekil 2.5. Term plasentada gozlenen plasenta tipleri (Wang Y. ve ark., 2010).

2.4. Trofoblast Hiicreleri

Insanda plasenta gelisimi polar trofektodermden kaynak alarak gelismektedir ve mural
trofektoderm diiz koryonu (koryon leve) olusturmaktadir. Mural trofektodermden
koken alan trofoblast hiicreleri 8. haftaya kadar dejenere olarak koryon leveyi olusturur
(Sekil 2.6) (Genbacev ve ark., 2015). Polar trofektodermde bulunan trofoblast
hiicreleri implantasyon sirasinda farklilagir (Sekil 2.6) (Siriwardena ve ark., 2022).
Trofoblast hiicrelerinin farklilastigi ilk hiicre sitotrofoblast hiicreleridir. Farklilasma
evresinin devaminda sinsisyotrofoblast ve ekstravilloz trofoblast hiicreleri
olugmaktadir (Kndfler ve ark., 2019). Sinsisyotrofoblast hiicreleri, sitotrofoblast
hiicrelerinin ¢ogalip farklanarak fiizyonlar1 sonucu olusurlar. Sinsisyotrofoblastlar
intervilloz boslukta bulunan maternal kanla dogrudan temas halinde olan plasental
villusun ¢eperinde bulunmaktadir. Fetal biiyiimenin gerceklesmesi icin gerekli olan
maternal/fetal gaz ve besin aligverigini saglamakta ana rol oynamaktadirlar.
Sinsisyotrofoblastlar, yogun bir sekilde mikrovilliis ile kaplanmis epitel tipte
hiicreleridir (Teasdale ve ark., 1985). Sinsisyotrofoblastlarda bulunan mikrovilliislar

biiyiime faktorleri ve hormonlar i¢in reseptorler agisindan zengindir (Robinson ve ark.,
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2009). Sinsisyotrofoblastlar koruyucu bir immiinolojik bariyer olarak islev goriir.
Ciinkii tip 1 insan 16kosit antijeni (HLA 1) molekiilii bu hiicreler tarafindan ifade
edilmez ve bu nedenle allojenik olarak tespit edilmesi gereken fetiisiin varligina
ragmen, dolasimdaki bagisiklik hiicreleri, sinsisyotrofoblastlar1 yabanci olarak tespit
etmemektedir (Moffett ve ark., 2006; Djurisic ve ark., 2014). Buna ek olarak,
sinsisyotrofoblast hiicreleri maternal immunglobulinin (IgG) fetal dolasima
tasinmasina izin veren neonatal Fc¢ reseptoriinii (FcRn) ifade ederler (Roopenian ve
ark., 2007). Sitotrofoblast hiicreleri, primer villiislerde sinsisyotrofoblastlarin altinda
yer alir. Bu hiicreler, biiytik bir niikleusa sahip kiiboidal hiicrelerdir (Benirschke K. ve
ark., 2012). Plasenta genisledikge, sitotrofoblast hiicre siitunlari desidua ile temas
halinde olan demirleyici (ankronik) villusun uglarindan ortaya c¢ikmaktadir.

Stitunlardaki hiicreler yuvarlak, yapiskan ve glikojen bakimindan zengindir.

(b)

Mural trofektoderm Polar trofektoderm

Ekstraembriyonik mezenkim Epiblast

Hipoblast Visseral endoderm

Epiblast
Polar trofektoderm
Endometrial epitel

Parietal endoderm
Endometrial epitel

Mural trofektoderm
Sinsisyotrofoblast
Trofoblast dev hiicre

Bez epiteli Bez epiteli

Kan daman
Kan daman

Endometriyum ————— Endometriyum

Sekil 2.6. insan ve fare blastosist implantasyonundaki farklar. Insanlarda (a) blastosist polar
trofektoderm yoniinde uterusa implante olurken, farelerde (b) blastosist mural trofektoderm yo6niinden
uterusa implante olmaktadir (Siriwardena ve ark., 2022).

2.4.1. Ekstravilloz Trofoblast Hiicreleri

Ekstravilloz trofoblast hiicreleri (EVT), sitotrofoblast hiicrelerinin farklilagmasinda
son basamaktir. Demirleyici villuslardaki trofoblast tabakasindan farklilasan
ekstravilloz trofoblastlar desiduaya goc edip invaze olurlar (Sekil 2.7). Ekstravilloz
trofoblastlar fenotip olarak bes gruba ayrilmistir: interstisyal ekstravilloz trofoblast,
endovenoz ekstravilloz trofoblast, endoglandiiler ekstravilloz trofoblast, endoarteriyel
ekstravilloz trofoblast ve endolenfatik ekstravilloz trofoblast hiicreleri. Endoglandiiler

trofoblastlar uterus bezlerine invaze olan hiicrelerdir. Invazyon sonrasi uterus bezlerini
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plasentaya baglarlar ve bez salgilarinin embriyoya iletimi ile beslenmeyi saglarlar.
Uterus bezlerine invazyon implantasyondan bir giin sonra basladigindan embriyonun
erken beslenmesinden sorumlulardir. Embriyonun uterus bezlerinden aldigi besin
sonrasinda, atiklarin intervilloz bosluktan uzaklastirilmas: gerekir. Endovendz
ekstravilloz trofoblast hiicreleri uterin venleri istila edip plasentaya baglamasiyla bu
uzaklastirma saglanir. Endolenflatik ekstravilloz trofoblast hiicreleri uterusta bulunan
lenf damarlarini plasentaya baglamak i¢in gorevlidir. Lenf damarlarinin plasentaya
baglanmasi ile intra-plasental sivi basmcinin diizenlenmesi saglaniyor olabilir
(Huppertz, 2019). Fetiisiin biiylimesi ile besin ihtiyact artmaktadir ve uterus bezleri bu
ihtiyac1 karsilayamaz. Gebeligin ikinci trimesterinde yeterli miktarda metabolit alimi
icin anne kanina ihtiya¢ duyulmakadir. Anne kanindan embriyoya besin transferinin
gerceklesmesi icin spiral arter remodellemesini endoarteriyel ekstravilloz trofoblast
hiicreleri saglamaktadir (Brosens ve ark., 1967). Endoarteriyel -ekstravilloz
trofoblastlarin spiral arterlere invazyonu ile arterlerdeki diiz kas hiicrelerinde aktin
ekspresyonu kaybolur ve hiicre iskeleti bozulur. Bu bozulma, histolojik olarak
gozlemlenen fibrinoid yapilarin ortaya ¢ikmasina neden olur (Pijnenborg ve ark.,
2006).

Preeklampsi patolojisinin ortaya ¢ikmasinda ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin
gorevlerini yerine getirmemesi oldugu diistiniilmektedir (Sekil 2.8) (Chaiworapongsa
ve ark., 2014). Saglikl1 bir gebelikte etken olan immiinolojik faktorler, bu invazyonun
gerceklesmesi igin gerekli ortami saglamakla gorevlidir. EVT invazyonu yeterli olmaz
ise plasenta ve embriyo yeterli besini alamadigi i¢in saglikli biiyliyemez ve gebelikte
komplikasyonlara yol acar. Komplikasyonlardan bir tanesi olan preeklampsi bu tezde

ele alinacak hipotezin zeminini olusturmaktadir.
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Fibroblast
Hofbauer hiicresi | Kapiller

Villoz plasenta

Sitotrofoblast —
katmani -

Endovaskiiler EVT
kaynakl tikag

Desidua

Endovaskiler EVT{——

Miyometriyum

! \
o , _
Diiz kas hiicresi Maternal endotel hiicresi pey hijcreler interstisyal EVT

Sekil 2.7. Saglikli gebeliklerde besinlerin maternal kandan plasentaya aktarilmasi ve fetiisiin saglikli
biiylimesi saglanmalidir. EVT’lerin maternal spiral arterlere invazyonu ve damarlarin yeniden
diizenlemesi ile bu besin askisi optimal diizeye ulasabilmektedir (Turco ve ark., 2019).

2.5. Preeklampsi

Gebelik esnasinda saptanan hipertansif bozukluklar, hamile kadinlarin %10'unu
etkilemektedir. Hipertansif bozukluklar, anne ve ¢ocuk sagligi i¢in ciddi risklere
sahiptir. Preeklampsi, hipertansif bozuklugu olan tiim gebeliklerin %3-5'ini etkileyen
bir hastaliktir (Feizollahzadeh ve ark., 2012; Fox ve ark., 2019). Preeklampsinin ortaya
¢ikma sebebi tam olarak anlasilamamakla beraber plasentasyonda hata, sistemik
inflamasyon ve oksidatif stres bu hastalig1 tetikleyen faktorler olarak goriilmektedir
(Rana ve ark., 2019). Preeklampsinin ortaya ¢ikmasinda trofoblast invazyonunun
desiduada yeterli olmamasinin neden oldugu disiiniilmektedir (Lam ve ark., 2005;
Dokras ve ark., 2006; Chaiworapongsa ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda, normal
gebeliklere kiyasla preeklamptik gebeliklerden alinan koryonik villus 6rneklerinde
gen ekspresyonu farkliligi gosterilmistir ve desidualizasyon asamasinda bu farkin
preeklampsi de rol oynayabilecegi belirtilmistir (Rabaglino ve ark., 2019; Ochoa-
Bernal ve ark., 2020).
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Saglikh Gebelik Preeklampsi

. E % Endotel Desidua

Trofoblast

Desidua-
— Miyometrium
Sinin

Miyometrium

Spiral Arter

Sekil 2.8. Saglikli gebeliklerde gerceklesen spiral arterlere EVT invazyonu ve spiral arter
remodellemesi ile kan akiginin artmasi saglanmaktadir. Preeklamptik gebeliklerde ise EVT ler invazyon
yeteneklerini kaybetmekte ve buna bagl olarak kan akis1 yavas olmaktadir (Chaiworapongsa ve ark.,
2014).

2.5.1. Preeklampsi Patofizyolojisi

Immiinolojik adaptasyonda sorunlar ¢ikmasiyla trofoblast invazyonunda sorunlar
cikmaktadir. Bu sorunlar hipoksiyi tetikleyebilir ve reoksijenasyon, oksijene reaktif
tiirlerin olusumu, maternal inflamatuar sistemin aktivasyonu ve hiicresel apoptoz
stireglerinin hizlanmasi gibi sorunlarin ortaya g¢ikmasinda etkili olabilmektedir.
Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve plasental biiytime faktorii (PIGF) gibi
pro-anjiyojenik faktorler ile ¢Oziiniir fms benzeri tirozin kinaz-1 (SFLT-1) gibi
antianjiyogenik faktorler arasindaki dengesizlik, antianjiyojenik faktorlerin baskinligi
halinde, evrensel endotelyal disfonksiyon ve smirli plasental vaskiilarizasyon ile
sonuglanir (Smets ve ark., 2006; de Oliveira ve ark., 2010). Endotel aktivasyonuna
bagli vazokonstriksiyon ve periferik direncte artis, kilcal gecirgenlikteki degisiklikleri

ve pihtilagma sisteminin aktivasyonu ile c¢oklu organ yetmezligi ortaya
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cikabilmektedir. Preeklampsi, ¢oklu organ yetmezligi potansiyeli olan kronik bir
hastalik olarak yorumlanmaktadir. Bobreklerde glomeriiler filtrasyon bozuklugu ve
proteiniiri goézlemlenmektedir. Karacigerde iskemi ortaya c¢ikmakta ve yiiksek
transaminaz seviyeleri ile islev bozuklugu gozlemlenmektedir. Vazospazm,
uteroplasental kan akisini engellemektedir. Beyin, ddem tarafindan siddetlenen
iskemiden etkilenerek eklampsi veya fel¢ durumlarinin ortaya cikmasina neden

olabilmektedir (Ramos ve ark., 2017).

2.5.2. Preeklampsi Risk Faktorleri

Preeklamptik gebeliklerde, gecmis preeklampsi tanisi, kronik hipertansiyon,
pregestasyonel diabetes mellitus, antifosfolipid sendromu ve obezite en fazla gézlenen
risk faktorlerini olusturmaktadir (Bartsch ve ark., 2016). Daha az gézlemlenen risk
faktorleri ileri anne yasi, nulliparite, kronik bobrek hastaligi, yardimer tireme teknigi
kullanim1 olarak raporlanmustir (Boyd P. A. ve ark., 1987; Cincotta ve ark., 1998).
Risk faktorleri Tablo 2.1°de detayli olarak gosterilmistir.

Tablo 2.1. Preeklamptik gebeliklerde risk faktorleri (Risk orani 1’den ne kadar yiiksek olursa risk o
kadar fazladir) (Rana ve ark., 2019)

Risk Faktorii Risk orani
Gegmis preeklampsi tanist 8.4
Kronik hipertansiyon 51
Pregestasyonel diabetes mellitus 3.7
Obezite 2.8
Antifosfolipid sendromu 2.8
Nulliparite 2.1
[leri anne yas1 12
Kronik bobrek hastaligi 1.8
Yardimeci lireme teknigi 1.8

2.5.3. Preeklampside Tani

Preeklampsi gebeligin ikinci ve {igiincii trimesterlerinde hipertansiyon ve proteintiri
baslangici ile karakterize olup, neonatal ve maternal morbidite ve mortaliteye neden
olur (Quinn ve ark., 2011). Amerikan Obstetrik ve Jinekoloji Koleji (ACOG)

preeklampsiyi normotansif bir hastada 20. gebelik haftasindan sonra ortaya ¢ikan
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hipertansiyon ve proteiniiri varligi olarak tanimlar. Bununla birlikte, kadinlarin 6nemli
bir kisminda, proteiniirinin ayirt edici 6zelligi saptanmadan 6nce, diisiik trombositler
veya yiiksek karaciger enzimleri gibi sistemik preeklampsi belirtileri gelisir (Morgan
ve ark., 1988; Barton ve ark., 2001). Uluslararas1 Gebelikte Hipertansiyon Calismasi
Dernegi (ISSHP) tarafindan preeklampsi tanisinda dikkate alinmasi gereken
parametreler Onerilmektedir. Preeklampsi tanisimin  konmasinda  belirlenen
parametreler Tablo 2.2’de gosterilmistir. Buna gore arteriyel hipertansiyon, sistolik
kan basinci (SKB) > 140 mm Hg veya diyastolik kan basinct (DKB) > 90 mm Hg
olarak karakterize edilir. Proteiniiri i¢in 24 saatlik idrar 6rnegi toplamada 300 mg veya
daha fazla protein 6l¢timii Onerilmistir. Buna ek olarak, proteiniiri/kreatininiiri orani
(her ikisi de mg/dL olarak) 0.3’ten yiiksek olan idrar degerlendirilebilir. Proteiniiri
yoklugunda, SKB’nin 160 mm Hg’den yiiksek veya DKB’nin 110 mm Hg’den yiiksek
olmasi, serum kreatinin konsantrasyonunun 1.1 mg/dL’den yiiksek olmasi, bas agrisi,
gorme bulanikligi, karm agrisi, 100.000/ul’den az trombositopeni, hepatik enzim
yiiksekligi, bobrek yetmezligi, pulmoner 6dem ve serebral semptomlar tan1 konmasi

i¢in incelenmesi gereken faktorlerdir (Ramos ve ark., 2017; Rana ve ark., 2019).

Tablo 2.2. Preeklampsi tanisinda kullanilan parametreler

Yiiksek kan basinci

SKB >140 mmHg veya DKB >90 mm Hg

Proteiniiri > 300mg/24 saat

Proteintiri/kreatininiiri > 0.3

Proteiniiri yoklugunda

SKB >160 mm Hg veya DKB >110 mm Hg

Serum kreatinin konsantrasyonu > 1.1 mg/dL

Bas agris1

Gorme bulaniklig

Karn agrisi

Trombositopeni < 100.000/ul

Hepatik enzim yiiksekligi

Bobrek yetmezligi

Pulmoner 6dem

Serebral semptomlar
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2.5.4. Preeklampside Plasenta Morfolojisi

Preeklamptik plasentalar genellikle soluk renklidir ve fibrin birikimi, sinsisyal nodlar
ve kalsifikasyonlar igermektedir. Preeklamptik plasentalar normal plasentalardan daha
az agirliga ve daha kiiglik boyutlara sahiptir (Narasimha ve ark., 2011). Mikroskobik
inceleme ile preeklamptik plasentalarda arterlerin ve arteriyollerin sklerotik daralmasi

gozlenebilir (Hladunewich ve ark., 2007; Roland ve ark., 2016).

Preeklampsi hastalarinin plasentalarinda kalsifikasyon artis1 saptanmistir (Donthi ve
ark., 2020) (Sekil 2.9). Hipertansiyonun siddeti arttik¢a kalsifikasyon insidansinin
arttig@1 raporlanmistir (Ezeigwe ve ark., 2018). Villiislerde ve bazal membran boyunca
kaydedilen kalsiyum birikimi, uteroplasental yetmezlige neden olabilmektedir

(Goswami ve ark., 2013).

Sekil 2.9. Preeklamptik gebelikten alinan plasenta 6rneginde gozlenen kalsifikasyon beyaz ok ile
gosterilmistir (Donthi ve ark., 2020).

Sinsisyal nod sayis1, gebeligin hipertansif hastaliklarinin siiresi ve ciddiyeti ile pozitif
olarak iligkilidir (Corréa ve ark., 2012; Parks, 2017). Saglikli gebeliklere kiyasla
preeklamptik hastalarda sinsisyal nodlarin goriilme sikliginin arttigi  yapilan
caligmalarda belirtilmistir (Donthi ve ark., 2020) (Sekil 2.10).
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Sekil 2.10. Preeklamptik gebeliklerden alinan plasenta érneklerinde gozlenen sinsisyal nodlar siyah
oklar ile gosterilmistir (Parks, 2017).

Preeklampsi hastalar1 kontrol grubu ile kiyaslandiginda plasentada fibrin birikiminin
yiiksek oldugu belirtilmistir. Fibrin birikimi villiislerin kapanmasina ve intervilloz
boslugun daralmasma yol agmaktadir (Redline ve ark., 2004). Villéz parankimin
%10'dan fazlasini kaplayan fibrin birikimi, fetal hipoksi ve intrauterin gelisme geriligi
(TUGR) ile iliskilidir (Donthi ve ark., 2020) (Sekil 2.11).

Sekil 2.11. Preeklamptik gebelikten alinan plasenta drneginde gozlenen fibrin birikimi beyaz ok ile
gosterilmistir (Donthi ve ark., 2020).
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2.6. Gebelikte Immiin Denge

Saglikli gebeligin gergeklesmesi i¢in immiin sistemin dengede olmasi gerekir. Saglikl
gebelik sirasinda iic immiinolojik faz ortaya cikar. Blastosist, implantasyon igin
endometriyumun epiteline tutunur ve endometriyal dokuya hasar vererek invaze olur.
Devaminda yeterli plasental-fetal kan akigini saglamak i¢in maternal kan damarlarinda
endotel ve vaskiiler diiz kasin ekstravilloz trofoblast ile yer degistirmesi gerekir. Bu
siirecler, uterus epitelinin yeterli onarimini ve hiicresel kalintilarin uzaklastirilmasin
gerektirmesi nedeniyle Thl hiicreleri baskinligindaki pro-inflamatuvar yanita ihtiyag
duyar (Sekil 2.12) (Graham ve ark., 2021). IFN-y, TNF-a, IL-6, IL-17 ve IL-6
ailesinden 16semi inhibe edici faktor (LIF) proinflamatuvar ortamda bulunan baslica
sitokinlerdir. Farelerde yapilan bir ¢alismada LIF- farelerin trofoblast invazyonu ve
spiral arter yeniden modellemesindeki kusurlar nedeniyle infertil olduklar
gozlemlenmistir (Winship ve ark., 2015). IFN-y, diiz kaslarin ve endotel hiicrelerinin
gen ckspresyonlarinda degisiklige neden olarak desidual arterlerin incelmesini ve
anjiyogenezi destekler (Ashkar ve ark., 2000). TNF-a, makrofajlarda bulunan PD-1
proteininin ekspresyon seviyesinin yiikselmesine neden olur. PD-1 seviyesinin
yiikselmesi ile makrofajlardan salgilanan IL-10 seviyesinde artig olur. IL-10 sitokini
CD4 T hiicrelerinin Th1 ve Th17 hiicrelerine farklilagmalarini engeller (Alijotas-Reig
ve ark., 2017). Ayrica TNF-a, matriks metalloproteinaz 9 (MMP-9) ekspresyonunu
arttirarak ekstravilloz trofoblast invazyonunun regiilasyonunu saglar (Cohen ve ark.,
2006). MMP9 ve MMP2 enzimleri vaskiiler diiz kaslarin biitiinligiinii bozar. Buna ek
olarak endotel hiicrelerinin ve diiz kaslarin apoptozuna neden olmaktadir. IL-6, doku
yeniden modellemesini gergeklestiren matriks metalloproteinaz (MMP) 2 ve
MMP9’un ekspresyonunu arttirir. IL-17 ile ilgili yapilan bir ¢aligmada, IL-17
susturulmasi ile ekstravilloz trofoblastlarin proliferasyon ve invazyonunda baskilanma
goriilmiistiir. Bu nedenle IL-17 1ilk trimesterde Onemli bir rol oynadig

diistiniilmektedir (Zhang Z. ve ark., 2022).

Birinci trimesterde rol oynayan birgok immiin hiicre tipi vardir. dNK hiicreleri,
vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF), anjiyopoietin 2, plasental biiylime
faktorti (PIGF), MMP gibi sitokinler iireterek blastosist implantasyonuna aracilik eder
ve bu nedenle gebeligin erken evrelerinde kritik dneme sahiptir (Li ve ark., 2001;

Bagheri ve ark., 2013). Gebeligin proinflamatuar fazinda aktif olan diger hiicreler, IL-
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22, IL-17, TNF-a, IL-8 ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor tireten ILC3'lerdir
(Sekil 2.13) (Forger ve ark., 2020). ILC3 hiicrelerinin yani sira Th17 ve Th22 hiicreleri
IL-22 salgilamaktadir. Yapilan bir ¢alisma IL-22 sitokininin IL-22 reseptoriine
baglanarak HTR-8/Svneo (insan trofoblast hiicre hatt1) hiicrelerinin proliferasyonunu
arttirdigini ve apoptozunu diistirdiiglinii belirtmistir. Ekstravilloz trofoblastlarda da IL-
22 reseptorii (IL-22R) bulunmaktadir. Bu sebeple gebeligin ilk trimesterinde
ekstravilloz trofoblast invazyonunda rol oynayan bir sitokin olabilecegi belirtilmistir

(Wang Y. ve ark., 2013).

Birinci Trimester | ikinci Trimester : Ugtincti Trimester
Pro-inflamatuvar Anti-inflamatuvar Pro-inflamatuvar
AT — / AR \\ -

/

Sekil 2.12. Gebelikte immiin hiicre dengesi. Gebeligin ilk trimesterinde, blastosist implantasyonu igin
gerekli olan baskin bir Thl hiicre ortam1 gereklidir. Fetal gelisimin ana agamasi olan ikinci trimester,
fetal biiyiime icin gerekli olan antiinflamatuar ve Th2 tipi immiin mikrogevre ile karakterize edilir. Son
olarak, ti¢iincii trimesterde, dogum icin gerekli olan inflamatuar ve Thl hiicre iliskili bir bagisiklik
durumuna gecis vardir (Graham ve ark., 2021).

Gebeligin ikinci immiinolojik asamasinda anti-inflamatuvar bir ortam bulunur. Bu
fazin ayirt edici o6zelligi, hizli fetal biiyiime ve gelismedir. Implantasyon sonras,
maternal-fetal arayiizde immiin hiicre dengesinde degisiklikler goriilir (Graham ve
ark., 2021). ilk trimesterde Thl hiicrelerinin baskinliginda pro-inflamatuvar ortam
bulunurken ikinci trimesterde Th2 hiicrelerinin baskinligi vardir (Sekil 2.12). Th2
hiicrelerinin yaninda Treg hiicreleri ve dNK hiicreleri de bu siirece katkida bulunur.
Th2 hiicreleri, IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimi ile karakterizedir. Th2 ile iliskili sitokinler,
gebeligin her {i¢ trimesterinde de saptanabilir, ancak en yiiksek seviyeleri, Th2
ortaminin baskin oldugu ikinci trimester boyunca bulunur (Lin ve ark., 1993). Treg
hiicreleri, immiin dengeyi kontrol eden T hiicre alt tipidir. Treg hiicreleri, farelerde

fetlise 0Ozgii naif CD4 pozitif T hiicrelerinin Thl hiicrelerine farklilagsmasini
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engelleyerek allojenik fetiislerin kaybini engeller (Rowe ve ark., 2011). Treg hiicreleri
salgiladiklar1 immiin baskilayici IL-10, TGF-f3 ve IL-35 sitokinleri ile Th1 hiicrelerinin
aktivasyonunu ve proliferasyonunu baskilar (Collison ve ark., 2007; Collison ve ark.,
2009). Treg hiicreleri, semi-allogreft fetiise karsi maternal immiin toleransin
stirdiiriilmesinde rol oynar (Erlebacher, 2013). Yapilan ¢alismalarda Treg hiicrelerinin
gebeligin  baslangicindan itibaren desidual immiinoregiilasyon sagladigini ve
desiduaya goglerinin gebelik boyunca devam ettigi gosterilmistir (Aluvihare ve ark.,
2004; Sasaki ve ark., 2004; Tilburgs ve ark., 2008). ikinci trimesterde rol oynayan
desidual stromal hiicreler (DSH'ler), desidual bagisiklik ortamini korumak i¢in kritik
oneme sahiptir. CXCL9 ve CXCL10 kemokinlerini susturarak sitotoksik T
hiicrelerinin go¢ etmesini engellerler. Ayrica DSH’ler IL-15 salgilayarak dNK
hiicrelerinin sitotoksik karakterde olmalarin1 engeller ve VEGF ve MMP9 gibi
anjiyojenik faktorler salgilamalarini saglar (Graham ve ark., 2021). Son trimesterde
fetiisiin gelisimi tamamlanmis olup dogumun gergeklesmesi gerekmektedir. iImmiin
hiicrelerin maternal dolasimdan miyometriyuma go¢ etmesi ile inflamatuvar ortam
olusur. Proinflamatuvar ortam saglayan immiin hiicreler salgiladiklar1 sitokin ve diger
maddelerle uterusun kasilmasini ve dogumun gergeklesmesini saglarlar. Thl
hiicrelerinden IL-1p ve M1 makrofajlardan IL-8 sitokinlerinin salgilanmasi ile pro-
inflamatuvar ortam saglanir. Miyometriyuma notrofil ve makrofaj gogii, maternal-fetal
dokularda IL-1B ve IL-8 dahil olmak iizere pro-inflamatuar sitokinlerin yukari
regiilasyonu ve TNF sinyal yolunun ve Nod-benzeri reseptdriin yukari regiilasyonu ve
NF«B aktivasyonu dahil desiduadaki transkripsiyonel degisiklikler ile iligkilidir
(Christiaens ve ark., 2008; Rinaldi ve ark., 2017). Yapilan ¢alismalarda, IL-1B’nin
miyometriyal diiz kasa kalsiyum akisini, fosfodiesteraz aktivitesini ve prostaglandin
F2a tretimini indiikleyebilecegi ve bunlarin kas kasilmasina katkida bulunabilecegi
gosterilmistir (Oger ve ark., 2002; Tribe ve ark., 2003). Gebelik siiresince etkileri

arastirilmis olan sitokinler Tablo 2.3’te gdsterilmistir.

Tablo 2.3. Gebelikte immiin dengede rol alan baslica sitokinler

Sitokinler | Gebelikte Rolii Gebelik Patolojisinde Rolii

IFNy Spiral arterlerin yeniden | Implantasyon hatasi
modellemesinin regiilasyonu Fetiise kars1 toksik

IL-1B Dogumda miyometriyumun | Erken dogum ile akciger ve sinir
kasilmas1 sisteminde hasarlar
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IL-6 Doku yeniden modellemesi Yetersiz plasenta ve fetiis gelisimi

IL-22 ulNK gogti ve spiral arter yeniden | Yetersiz ekstravilloz trofoblast
modellenmesi invazyonu
IL-17 Ekstravilloz trofoblast | Yetersiz plasenta ve fetiis gelisimi

proliferasyonu

LIF Ekstravilloz trofoblast invazyonu | Yetersiz ekstravilloz trofoblast
Spiral arter yeniden | invazyonu
modellenmesi
TNF-a CD4 T hiicrelerinin regiilasyonu | Fetiise kars1 toksik
Noral tiip defektleri

Yetersiz ekstravilloz trofoblast

invazyonu

Birinci Trimester ikinci Trimester m
78 ‘

-~

e

Paternal
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Sekil 2.13. Gebelikte immiin ortamin degisimi. Birinci trimesterde hiicrelerinsalgiladiklar: sitokinler
proinflamatuvar karakterdedir. Ikinci trimesterde ortamda bulunan sitokinler antiinflamatuvar
karakterdedir. Makrofajlar proinflamatuvar M1 tipinden antiinflamatuvar M2 tipine gegis yaparlar.
Ugiincii trimesterde rol alan hiicreler salgiladiklart proinflamatuvar sitokinler ile dogumun
gerceklesmesini saglarlar (Forger ve ark., 2020).
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2.6.1. Preeklampside Immiin Denge

Preeklampside gebelik esnasinda proinflamatuvar ve antiinflamatuvar dengenin
saglikli gebeliklerde oldugu gibi ilerlemedigi bilinmektedir (Saito ve ark., 2003).
Proinflamatuvar ortamin saglikli bir sekilde devam etmemesi sebebiyle trofoblast
hiicrelerinin etrafinda bulunan immiin hiicreler trofoblast hiicrelerinin endometriyuma
ulagsmasina yardimci olamaz ve spiral arterlerdeki maternal hiicreleri fagosite edemez.
Bu durum trofoblast hiicrelerinin spiral arterlere invazyonunu engeller (Sekil 2.8)
(Harmon ve ark., 2016). dNK ve Th17 gibi immiin hiicreler bu siiregte rol almaktadir.
Bu immiin hiicreler bu gorevlerini EVT ile etkileserek gergeklestirir. EVT
etkilesimlerinden sonra dNK hiicreleri anjiyojenik biiyiime faktorleri (VEGF, PIGF)
iretir. Ayrica MMP2 ve MMP9 salgisini arttirarak spiral arterlerde bulunan diiz kas
hiicrelerinin apoptozuna neden olur. Preeklamptik gebeliklerde bu etkilesim bozulur
ve spiral arter remodellemesi yiizeyel kalir, sonug olarak yetersiz plasentasyona neden
olur. Bu siirecte rol alan diger hiicrelerden Thl ve Th17 hiicrelerinin de salgiladig:
IFN-y (Tablo 2.4) EVT’lerin invazyonunda regiilasyonu saglarken (Todt ve ark.,
1996), TNF-a ile asir1 EVT invazyonunu engellemektedir (Wang W. ve ark., 2020).

Proinflamatuvar ortamin baskin olusu yardimci T hiicrelerinin proinflamatuvar
sitokinler (6rn. IFN-y, TNF-a) salgilayan hiicrelerinin (6rn. Thl, Th17) baskin
olmastyla ve antiinflamatuvar sitokinler salgilayan hiicrelerinin (6rn. Th2, Treg) az
sayistyla iligkilidir (Bates ve ark., 2002; Chaouat ve ark., 2003; Saito ve ark., 2003;
Schmitt ve ark., 2015; Khalid ve ark., 2017). Preeklampside desidual lenfositler
tarafindan Th1 tipi hiicrelerin salgiladiklar1 IFN-y’nin arttirildigi ve Th2 tipi IL-6 ve
IL-10 sitokinlerinin iiretiminin ise azaltildig: bildirilmistir (Wilczynski ve ark., 2002).
Th1 / Th2 dengesi bozuklugunun, Th1- veya Th2-baskin bagisikliginin, kemirgenlerde
fetal absorpsiyon ve deneysel preeklampsiyi indiikleyebilecegi bulunmustur
(Hayakawa ve ark., 2000). Bu bulgular, Th2 bagisikligin1 destekleyen lokal Th1 / Th2
dengesinin normal hamileligi siirdiirmek i¢in kritik oldugunu gostermektedir (Dong
M. ve ark., 2005) (Sekil 2.14).

26



L-18 |1L-4
IL-2 IL-6
Th1 w6 |0 Th2
TNF-a | IL-13
IFN-y | TGF-B
Preeklampsi, RPL I I SLE, Otoimmiin Hastaliklar

Sekil 2.14. Gebelikte sitokin dengesi. Normal gebelikle Thl ve Th2 sitokinleri arasinda bir denge s6z
konusudur. Ancak bu dengenin Thl yoéniinde bozulmasi, infamatuvar bir ortam olugmasini saglar ve
preeklampsi ve tekrarlayan gebelik kayiplari (RPL) gibi ¢esitli gebelik komplikasyonlarinin olugmasina
neden olur. Dengenin Th2 yoniinde bozulmasi ise Sistemik lupus eritematozus (SLE) gibi c¢esitli
otoimmiin hastaliklara neden olur (Saito, 2000; Jara ve ark., 2014).

2.7. Yardimel T Hiicreleri

Yardimct T hiicreleri, gebelikte hayati rol oynayan proinflamatuvar ve
antiinflamatuvar dengeden sorumlu olan immiin sistem hiicreleridir. Naif T
hiicrelerinden farklilasan T yardimci hiicrelerinin (Th) yedi tane alt grubu tespit
edilmigtir: Th1l, Th2, Th9, Th17, Th22, Tth ve Treg. Proinflamasyondan sorumlu
hiicreler T hiicre alt gruplarindan, yardimer T 1 hiicresi (Th1), yardimc1 T 9 hiicresi
(Th9), yardimc1 T 17 hiicresi (Th17) ve yardimci T 22 hiicresidir (Th22). Th9, Th17
ve Th22 hiicrelerinin hem proinflamatuar hem de antiinflamatuar 6zellige sahip
olduklar1 bilinmektedir (Tamasauskiene ve ark., 2018) (Tablo 2.4). Anti-
inflamasyondan sorumlu hiicreler ise Th2 ve T regiilator (Treg) hiicrelerdir. Th2
hiicreleri, antiinflamatuar 6zellikte sitokinler salgilayarak inflamatuvar ortamin
dengede kalmasini saglar. T regiilator hiicreleri ise proinflamatuar sitokinlerin arttigt
ortamda antiinflamatuar cevabin ortaya c¢ikmasini saglayarak, inflamasyonun
azalmasini ve sona ermesini saglayarak ortamin dengede kalmasina etki ederler
(Raghupathy, 1997). Bu calismada arastirilacak olan Th17 ve Th22 hiicreleri Th1/Th2
dengesinde dnemli rol oynamaktadir. Th17 hiicreleri, yardimci T hiicrelerinden Th1
hiicrelerine farklilasmay1 destekleyebilir (Harbour ve ark., 2015). Th22 hiicrelerinin
mikrocevredeki farkli sitokin baskinligina gore Th1 veya Th2 hiicrelerine 6zgii salgilar

yapabilecegi gosterilmistir (Eyerich ve ark., 2009). Buna gore, IL-12 ve anti-IL-4
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acisindan zengin kiiltiir icinde Th22 hiicrelerinin TNF-a salgiladig1 gézlenirken, IL-4,
anti-1L-12 ve anti-IFN-y acisindan zengin kiiltiir icinde Th22 hiicrelerinin IL-13
salgiladiklar1 gozlenmistir (Eyerich ve ark., 2009; Jiang ve ark., 2021). Gebelik
boyunca Thl veya Th2 baskinligindaki ortamda ilerleyen gebelikte Th17 hiicreleri IL-
17a, TNF-a gibi sitokinler ile, Th22 hiicreleri ise IL-22 ve IFN-y ile destek olmaktadir
(Sekil 2.15). Asagida yardimci T hiicrelerin listesi ve salgiladiklari proinflamatuar ve
antiinflamatuar sitokinler goriilmektedir (Tablo 2.4).

Tablo 2.4. Yardimci T hiicre tipleri ve salgiladiklari sitokinler (Kirmizi: Proinflamatuar, Yesil:
Antiinflamatuar, Siyah: Hem proinflamatuvar hemde antiinflamatuvar)

Yardime) T Hicreleri Sitokinler

Thl IL-2, 10, IFN-y, TNF-a, TNF-B/LTa

Th2 IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, IL-25, IL-31

Th9 IL-9, IL-10, IL-21

Th17 IL-17a, IL-17f, IL-21, IL-22, TNF-a, IL-9, IL-10,
IFN-y, GM-CSF

Th22 IL-22, IFN-y

Tth IL-21, IL-4, 1COS, PD-1

Treg TGF-B, IL-10

Th1 hiicreleri, immiin yanittan sorumlu IL-2, TNF-a ve IFN-y gibi ¢esitli sitokinleri
salgilayarak trofoblastlarin proliferasyon ve invazyon ozelliklerini regiile etmekte rol
alir (Graham ve ark., 2021). Proinflamatuvar karakterde olan IFN-y, Th1, Th17, Th22
ve uNK hiicrelerinden salgilanmaktadir. IFN-y ile periferik NK hiicrelerinin desiduaya
gocii gergeklestirilir. Ekstravilloz trofoblast hiicreleri tarafindan ifade edilen matriks
metalloproteinazlarin (MMP-2 ve MMP-9) regiilasyonunu saglayan TNF-a’nin diisiik
seviyelerinin preeklampside yetersiz ekstravilloz trofoblast invazyonunda rol aldig:
diistiniilmektedir. TNF-a, p38 mitojen-etkinlestirilmis protein kinaz sinyal yolaginin
(p38 MAPK) fosforalizasyonuyla MMP sentezini gergeklestirir. IFN-y’ nin yiiksek
ekspresyonunun p38 MAPK sinyal yolagini baskilayabilecegi ve preeklampsi
patogenezinde rol alabilecegi diisliniilmektedir (Germain ve ark., 2007; Lockwood ve
ark., 2014).

Th17 hiicrelerinin de salgiladigi IFN-y 'nin (Tablo 2.4) fetal plasentay1 korudugu
(Torchinsky ve ark., 2003) ve trofoblast hiicre migrasyonunu inhibe ederek trofoblast
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invazyonunda diizenleyici bir role sahip oldugu bilinmektedir (Todt ve ark., 1996)
(Sekil 2.16). Th17 hiicreleri salgiladiklart TNF-a ile asirt EVT invazyonunu regiile
etmekte, diger salgilar1 olan IL-17 ise trofoblast invazyonunu ve proliferasyonunu
indiiklemektedir (Wang W. ve ark., 2020) (Sekil 2.16). Bu nedenle, basaril1 bir gebelik
icin plasentasyon esnasinda TNF-o ve IFN-y dengesi kritiktir. Saglikli hamile
kadinlarin implantasyon bdlgelerinde IFN-y ekspresyonu gosterilmistir (Delassus ve
ark., 1994; Jokhi ve ark., 1994). IFN-y, implantasyon doneminde damarlarin yeniden
sekillenmesinde 6nemli bir role sahiptir (Ashkar ve ark., 2000; Miyazaki ve ark.,
2003). Th22 ve Th17 hiicrelerinden de salgilanan IFN-y (Tablo 2.4), EVT apoptozunu
arttirarak ve proteaz aktivitesini azaltarak EVT invaazyonunu regiile etmektedir
(Raphael ve ark., 2015). Dolayisiyla, IFN-y trofoblast istilasi siirecinde kritik bir role
sahiptir.

Naif T

Th2 Th17 Uz

| | N

Trofoblast Regulagyonu A!lograft toierans TfOf-OblaS('é'da invalyon ve Maternal-Fetal tolerans
Anjiyogenez destegi proliferasyon uyarimi Trofoblast proliferasyonu
Spiral arter remodellemesi Antiinflamatuvar yanit Inflamasyona karsi koruma ||uyanmi

Proinflamatuvar yanit Proinflamatuvar yanit Doku inflamasyonu

Sekil 2.15. immiin sistemde rol oynayan T yardimei hiicreleri implantasyon siirecinde salgiladiklari
sitokinler ile farkli sekilde rol oynarlar (Wang W. ve ark., 2020).

Gebelik ilerledikge, immiin yanit antiinflamatuvar karakterden inflamatuvar yanita
dontisiir. Embriyo implantasyondan hemen sonra, Th2 miktarinin artmasi, fetiis ve
plasentanin saglikli gelisimi (Saito ve ark., 2007) ve Th1 yanitinin baskilanmasi i¢in
kritiktir (Saito, 2000) (Sekil 2.14). Th2 hiicrelerinin antiinflamatuvar sitokinleri
salgilamasiyla, dogumun hazirlanmasinin baglantili oldugu diistiniilmektedir. Th2
hiicreleri maternal-fetal immiin toleranstan sorumlu Th2 hiicreleri sirasiyla IL-4 ve IL-
13 sitokinlerini salgilayarak Th1l ve Th17 hiicreleri aracili bagisikligin gelisimini
baskilar ve allogreft toleransi tesvik eder (Mitchell ve ark., 2017). Bu nedenle, IL-10
veya diger Th2 sitokinleri gebelik basarisini arttirir (Swain ve ark., 1990) (Sekil 2.12).

29



Ancak, gebelik sirasinda Th2 baskinliginin korunmasi, otoimmiin hastaliklara neden
olabilir. Sistemik lupus eritematozus gibi Th2 tipi otoimmiin hastaliklar, gebelik
sirasinda Th2 sitokinleri arttiginda daha ileri asamalara ulasir (Jara ve ark., 2014). Bu
nedenle, dogru zamanda ve yeterli Th2 baskinligi, fetlisiin immiintolerans1 ve

enfeksiyondan korunmasi igin 6nemlidir (Sekil 2.14).
2.7.1. Th17 Hiicreleri

T yardimer 17 (Th17) hiicreleri, IL-6, IL-1 ve donistiiriicii bliylime faktorii-p (TGF-
) ekspresyonunda naif T hiicresi oncilillerinden farklilasir ve retinoik asit reseptorti ile
iligkili niikleer reseptor alfa ve gama (RORY) transkripsiyon faktoriini ifade eder
(Yang ve ark., 2008; Wang W. ve ark., 2020). Th17 hiicreleri, proinflamatuar
sitokinler IL-17 ve IL-22 'nin firetimi yoluyla otoimmiin hastaliklarda, kronik
inflamatuar hastaliklarda, alerjik hastaliklarda ve transplantasyon reddetmelerinde
onemli bir rol oynayan bir T yardimci hiicre dizisi olarak tanimlanmistir (Dong C.,
2008). Saglikli gebeliklerde desidual stromal hiicrelerden salgilanan kemokin (C-C
motif) ligand 2’nin (CCL2) Th17 hiicrelerinde bulunan kemokin (C-C) reseptor 2’ye
(CCR2) baglanmasiyla Th17 hiicreleri periferal dolasimdan maternal-fetal arayiize
gecer. Th17 hiicrelerinin salgiladiklart IL-17 sitokini ile ekstravilloz trofoblastlarda
bulunan IL-17 reseptoriine tutunarak invazyon ve proliferasyon fonksiyonlarini
destekledigi bilinmektedir (Wu ve ark., 2014). IL-17, Wnt2/B-katenin sinyal yolunu
etkinlestirmek igin PPAR-¥/RXR-a ile etkilesime girer. Wnt2/B-katenin ekspresyonu
trofoblastlarda proliferasyon ve invazyon 6zelliklerini destekler (Liu ve ark., 2020).
Yapilan in vitro bir ¢calismada, IL-17 sitokininin susturulmasi ile trofoblast hiicre hatti
olan HTR8/SVneo hiicrelerinin proliferasyon ve invazyon ozelliklerinin azaldig:
gorilmiistir (Zhang Z. ve ark., 2022). IL-17 sitokininin bir diger fonksiyonu ise
notrofil uyarimidir. 1L-17 sitokini IL-1f3’nin monositlerden iiretimini stimiile ederek
notrofillerde CXCL2 {iretimini arttirir. Endotel hiicrelerinde bulunan CXCR-2
reseptoriine baglanan CXCL2, nétrofillerin plasentaya gociinii saglar. Notrofiller ve
makrofajlar plasentadaki oksijeni fagosit oksidaz sisteminin NADPH ile katalize
olmasi ile reaktif oksijen tiirlerine (ROS) doniistiiriir. ROS {iretimi ile oksidatif stres
yiikselir. IL-17 sitokininin bir diger fonksiyonu anjiyotensin II iretimini uyarmasidir.
Oksidatif stresin artmasi ve anjiyotensin II iiretimi ile plasentada vaskiiler

disfonksiyon ve hipertansiyon ortaya ¢ikar (Dhillion ve ark., 2012).
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2.7.2. Preeklampside Th17 Hiicreleri

PE gebeliklerde Th17 hiicrelerinin rol aldig1 belirlenmistir (Fu ve ark., 2014; Saifi ve
ark., 2014). Yapilan bir ¢alismada PE gebeliklerde saglikli gebeliklere kiyasla periferal
dolasimda IL-17 seviyesinin daha yiiksek oldugu gosterilmistir (Zhang Z. ve ark.,
2017). Saglikli hamile kadinlara kiyasla PE'li hastalarn periferal dolasiminda IL-
17°nin artmast Th17 hiicrelerinin yiizdesinin arttigini diigiindliirmiistiir. Bu yiizden
Th17 hiicrelerinin  yukari-regiilasyonunun  PE'ye katkida bulunabilecegini
distintilmustir (Zhang Z. ve ark., 2017). Th17 hiicreleri tarafindan tiretilen IL-17
sitokininin  yiiksek seviyesi, plasentanin kan damarlarimin iltihaplanmasini
kotiilestirerek PE gelisimine katkida bulunabilecegini disiinilmektedir (Darmochwal-
Kolarz ve ark., 2012).

2.7.3. Th22 Hiicreleri

T yardimci alt kiimelerinden Th22 hiicreleri, interlokin-22 (IL-22) salgilama
yetenegine sahiptir, ancak IL-17 ve IFN-y ifade etmezler (Trifari ve ark., 2009). Th22
hiicreleri tarafindan tretilen en Oonemli sitokin olan IL-22, IL-10-benzeri sitokin
ailesine aittir ve 1L-22'nin proliferasyonu destekledigini, hiicre canliligini arttirdigini

ve trofoblast hiicrelerinin apoptozunu azalttigi bilinmektedir (Wang Y. ve ark., 2013).

IL-21
—r— Regillatdr
Th17 -
=] :t ?O Agiri inflamasyona karst koruma
- -

Trofoblast invazyanu
Proliferasyon

Nitrafil alimi ve aktivasyonu
Proinflamatuvar yanit

Naif T
Hucresi

Doku inflamasyonu
Antimikrobial peptid uyarimi

Epitelyal ve Endotelyal hiicre rejenerasyonu
Trofoblast proliferasyanu

Maternal-Fetal tolerans

Sekil 2.16. Th17 ve Th22 hiicrelerinin gebelik immiinolojisinde ve trofoblastlar {izerinde rolii (Wang
W. ve ark., 2020).

Yiiksek proliferasyon yetenegi ile karakterize edilen trofoblastlar gebeligin saglikli

ilerlemesi i¢in gerekli olduklarindan onlarla iligkisi olan IL-22'nin gebeligin basarisi

31



i¢in faydali bir sitokin olabilecegini diisiindiirmektedir (Wang Y. ve ark., 2013) (Sekil
2.16). Son zamanlarda, IL-22R, trofoblast hiicrelerinde de tespit edilmistir (Wang Y.
ve ark., 2013). Bu nedenle, IL-22'nin gebeligin siirdiiriilmesi tizerindeki olumlu etkisi,
trofoblast hiicrelerinde ifade edilen IL-22 reseptorii ile IL-22 etkilesimi ile ilgili
olabilir.

T yardimci hiicrelerinin hepsi naif T hiicresinden koken alir. Farklilagsma sonucunda
olusan T hiicre alt tiplerinden Th17 ve Th22 hiicreleri gebelik esnasinda trofoblast
invazyonu, inflamasyon gibi olaylarin kontrol altinda tutulmasini saglayan sitokinleri
salgilayarak gebeligin normal siirecte ilermesini saglar. Sekil 2.16 de yesil renkte
gosterilen fonksiyonlar trofoblastlar i¢in olumlu etkilere sahip, kirmizi renkte

gosterilen fonksiyonlar ise trofoblast invazyonu ve proliferasonu baskilayic

ozelliktedirler (Wang W. ve ark., 2020).
2.7.4. Preeklampside Th22 Hiicreleri

IL-22R ile etkilesimden sonra IL-22, STAT 3 sinyal yolu iizerinden bir sinyal
baslatarak antimikrobiyal peptidler ve kemokinlerin {iretimini indiikler (Colonna,
2009; Kumar ve ark., 2013; Rutz ve ark., 2013). Anti-apoptotik proteinlerin ve hiicre
proliferasyonu ve rejenerasyonunda dogrudan yer alan proteinlerin ekspresyonunu
indiikleyerek doku korumasi ve rejeneratif etkiler saglar (Kumar ve ark., 2013; Miihl
ve ark., 2013; Rutz ve ark., 2013) (Sekil 2.16). Preeklamptik gebeliklerde yapilan bir
caligmada, periferal kandaki IL-22 seviyesinin saglikli gebeliklere kiyasla daha yiiksek
oldugu raporlanmistir (Zhang Z. ve ark., 2017). Preeklampside maternal, umbilikal
kordon ve yeni dogan kaninin neredeyse tiim 6rneklerinde IL-22'nin saptandigi ve en
yiiksek IL-22 seviyesinin annede ve daha da belirgin olarak preeklamptik gebeliklerin
kordon kaninda saptanmistir (Bersani ve ark., 2015). Bu bulgu, plasentas: siklikla
iskemik lezyonlardan etkilenen preeklamptik annenin yani sira fetiisiin de plasenta
yaralanmasina yanit verebildigini diisiindiirmektedir (Bersani ve ark., 2015). Bununla
birlikte, Th22 hiicrelerinin roli ve PE'de IL-22'nin etkisi hala tam olarak

anlasilamamustir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Gruplarimin Olusturulmasi

Calismada iki deney grubuna ait plasenta drnekleri iki gruptan toplanmistir. Calisma

gruplari icin belirlenen kriterler Tablo 3.1°de gosterilmistir.

Tablo 3.1. Deney gruplari ve belirlenen kriterler

Kontrol Grubu (n=6)

Herhangi bir hastalik tanis1 konmamig saglikli gebe kadinlardan plasenta 6rnekleri

toplanmustir.

Hastalarin normal veya sezaryen dogum yapmis olmalart grubun belirlenen

kriterlerine dahil edilmemistir.

Preeklampsi Grubu (n=6)

Dogum oncesinde preeklampsi tanist konmus hastalardan normal veya sezaryen

dogum sonrasinda plasenta 6rnekleri toplanmistir.

Dogum oncesinde hasta bilgileri preecklampsiyi belirtmektedir. Bu parametrelere ek
olarak doku Orneklerinin toplanmasi sonrasi yapilan histopatolojik incelemeler

preeklampsi tanisint dogrulamaistir.

Plasentalarin toplandigi hasta bilgileri belirlenen parametreleri ile Tablo 3.2°de

gosterilmistir.

Tablo 3.2. Hasta Bilgileri (S.S.= Standard sapma)

Kontrol Grubu (n=6) | Preeklampsi Grubu (n=6)
(Ortalama + S.S.) (Ortalama + S.S.)

Anne Yasi (Y1) 23 +2.449 30.83 + 5.456

Gestasyonel Yas (Hafta) 38 £0.8944 34.33 + 1.966

Bebek Agirligr (kg) 3.0+ 0.093 2.363 + 0.082

Plasenta Agirlig1 (g) 483.7 + 26.34 341.2 +37.16

Sistolik  Kan  Basmci | 117.1 +£3.84 153 +5.217

(mmHg)
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Diastolik Kan Basinci | 77.08 +£3.197 103.6 +£3.158
(mmHg)
Proteiniiri (g/24 saat) - 0.65 +£0.2074

3.2. Plasenta dokularinin toplanmasi, takibi ve saklanmasi

Dogum sonrasi elde edilen plasentalar buz igerisinde steril kosullarda laboratuvara
getirildi. Serum fizyolojik ile plasentalardaki kan temizlenmeye calisildi. Kam
uzaklastirilmis olan dokular western blot deneylerinin yapilmasi i¢in kriyotiiplere
alinarak 1 giin boyunca -80°C’de bekletildikten sonra sivi nitrojen igerisine alindi.
Immiinfloresan ve hematoksilen-eosin boyamalari i¢in laboratuvara getirilen plasenta

dokularindan alinan 6rneklerle doku takibine alinmistir.
Isik mikroskopi doku takibi protokolii:
= Plasentalardan alinan dokular 1 giin boyunca %4 ‘liikk Formalin ile fikse edildi.

= Ertesi giin akan ¢esme suyunda 4 saat yikanarak formalinin uzaklagmasi saglandi.
%70, %80 ve %9011k alkol serileri ile 1 giin muamele edilen dokular %100 alkol ile
4 saat muamele edilerek dokulardan suyun uzaklastirilmasi islemi olan dehidrasyon

gerceklestirilmistir.

= Suyun alkol ile tamamen uzaklastirilmasindan sonra seffaflastirma icin Ksilol ile
muamele edildi. 3 kez 2’ser (3x2) dakika Ksilol ile muamele edilen dokular alkolden

armdirildi.

» Ksilolden gegirildikten sonra dokular parafinde 3x1 saat 56°C’de bekletilen dokular

temiz parafin ile bloklara gomiilmiistiir.
3.3. Hematoksilen-Eosin boyama ve analiz

Doku takibi yapilan Ornekler iizerinde preeklampsi tanisinin doku iizerinde

dogrulanmasi i¢in hematoksilen-eosin boyama teknigi kullanildi.
3.3.1. Hematoksilen-Eosin boyama protokolii

Parafin bloklardan 5 mikron kalinliginda kesitler alinip 1 gece boyunca 56°C etiivde
bekletildi.
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= Alian kesitler 10’ar dakika siireyle Ksilol I ve Ksilol II’de bekletilerek dokulardaki

parafin uzaklagtirildu.

» Kesitler Ksilol isleminden sonra sirasiyla %100, %90, %80 ve %70’lik alkol
serilerinde 5’er dakika bekletildi.

= Sonrasinda kesitler distile su ile 5 dakika boyunca yikandi.

* Yikama sonrasinda kesitler 10 saniye hematoksilen ile boyand: ve mikroskopta
boyanma durumu incelendi. Yeterince boyanmadigi tespit edildigi takdirde 4-5 saniye
daha bekletildi.

= Kesitler distile su ile yikandi.
= Su ile yikama sonrasinda Eosin ile inkiibe edilerek boyanmasi saglandi.
= Kesitler distile suda yikandi.

= Yikama sonrasi sirasiyla %70, %80, %90’luk alkol serilerinden gegirildi ve

%100’1ik alkolde 5 dakika bekletildi.

= Sirasiyla Ksilol II ve Ksilol I’de 10’ar dakika bekletildikten sonra kesitler entellan
ile kapatildi.

3.4. immiinfloresan boyama

Kontrol ve preeklampsi gruplarinda CD4, AHR ve RORY proteinlerinin tespit edilmesi

i¢cin hazirlanan parafin kesitler kullanildi.

Kullanilan Soliisyonlar:

« Sitrik asit Soliisyonu

2,1 gr Sitrik asit (CeHgO7.H-0)

900 ml distile su

Sitrik asit tartildi ve distile suda ¢oziildii. NaOH ile pH= 6,0’ya ayarlandi.

* 1x PBS (Phosphate Buffer Saline) Tamponu
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* Bloklama Soliisyonu (UltraVision Protein Block, Thermo; #TL-125-PBQ)

* DAPTI’li kapatma Soliisyonu; (VECTASHIELD Antifade Mounting Medium; #H-
1200)

* Triton X-100
3.4.1. Immiinfloresan boyama protokolii

Lamlarda bulunan paraffin dokular dokular ikiser defa 10’ar dakika ksilolden

gecirilerek parafinden arindirildi.

* Lamlar, Ksilol isleminden sonra sirasiyla %100, %90, %80 ve %70’lik alkol
serilerinde 5’er dakika bekletildi.

= Sonrasinda lamlarda bulunan dokular distile su ile 5 dakika boyunca yikandi.

= Dokular sitrik asit soliisyonu i¢inde mikrodalga firinda 800 watt’ta 5 dk kaynatilarak

dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi saglandi.

= Sitrik asit igerisinde 20 dakika oda 1sisinda sogumasi beklendi.

* Dokularin bulundugu lamlar 3x5 dakika PBS ile yikandi.

= Kesitlerin tizerindeki dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildi.

* Kesitler Triton X-100 ile 10 dakika muamele edilerek hiicre ¢ekirdek membraninin

¢Oziilmesi saglandi.
* Dokularin bulundugu lamlar 3x5 dakika PBS ile yikanda.
= UV blok soliisyonu ile 10 dakika bloklama yapildu.

= Primer antikorlar ile +4°C de gece boyu inkiibasyon yapildi.

Tablo 3.3. immiinfloresan boyamalarda kullanilan primer antikorlar ve diliisyon oranlart
CD4 (STJ92127 - St. John’s Laboratory) 1:400
AHR (a1451 — Abclonal) 1:200
ROR gamma (bs-6217R — Bioss) 1:200
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« Ikinci giin 3 kez 5’er (3x5) dakika PBS ile yikandi.

= Kesitler Florokrom isaretli sekonder antikorlar ile 45 dakika inkiibe edildi. Tiim iglem

karanlik odada gergeklestirildi.

Tablo 3.4. immiinfloresan boyamalarda kullanilan sekonder antikorlar ve diliisyon oranlari
Rabbit kaynakli primer antikor ig¢in | Goat anti-rabbit FITC 1:400

(CD4) (sc-516140 — Santa Cruz)
Rabbit kaynakli primer antikor igin | Mouse anti-Rabbit PE 1:400
(AHR ve RORY) (sc-3753 — Santa Cruz)

= Kesitler karanlik odada 3x5 dk PBS ile yikandi.

= DAPI’li kapatma soliisyonu ile slaytlar kapatildi ve Floresan mikroskop altinda

incelendi.

= Negatif kontrollerin olusturulmasinda primer antikorlar yerine PBS kullanilmistir.

Diger biitiin islemler normal boyamalar ile aynidir.
3.5. Immiinohistokimya protokolii

» Lamlarda bulunan paraffin dokular ikiser defa 10’ar dakika ksilolden gecirilerek

parafinden arindirildi

= Lamlar, Ksilol isleminden sonra sirasiyla %100, %90, %80 ve %70’lik alkol
serilerinde 5’er dakika bekletildi

= Lamlarda bulunan dokular distile su ile 5 dakika boyunca yikandi

= Dokular sitrik asit sollisyonu i¢inde mikrodalga firinda 800 watt’ta 2 kez 5 dk

kaynatild1 dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi saglandi
= Sitrik asit igerisinde 20 dakika oda 1s1sinda sogutma

* Dokularin bulundugu lamlar 2x5 dakika PBS ile yikandi

= Kesitlerin tizerindeki dokularin ¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildi

= Endojen peroksidaz aktivitesinin bloklanmasi i¢in hidrojen peroksit ile 20 dakika
bekletildi
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= 2x5 dakika PBS ile yikama

» Hiicresel permeabilizasyon i¢in PBS’te hazirlanmis %0.5 Triton X-100 iceren
soliisyonda 10 dakika bekletildi (RORy ve AHR antikorlari i¢in)

» PBS igerisinde 5 dakika yikama
= UV Block ile 10 dk bloklama
» {zotip kontrol igin Rabbit IgG fraction hesaplama:

Rabbit 1gG fraction protein konsantrasyonu 5 mg/ml

CD4 protein konsantrasyonu 1 mg/ml (Rabbit IgG ile 1/5 oran): IHC i¢in kullanilan
diliisyon 1:400 oldugundan CD#4 izotip kontrol i¢in Rabbit IgG 1:2000

AHR protein konsantrasyonu 2.45 mg/ml (Rabbit IgG ile '2 oran): IHC igin
kullanilan diliisyon 1:200 oldugundan AHR izotip kontrol i¢in Rabbit IgG 1:400
RORYy protein konsantrasyonu 1 mg/ml (Rabbit IgG ile 1/5 oran): IHC i¢in kullanilan
diliisyon 1:200 oldugundan RORY izotip kontrol i¢in Rabbit IgG 1:1000

= Primer antikorlar ile +4’te gece boyu inkiibasyon

CD4 (STJ92127 - St. John’s Laboratory) | 1:400

AHR (al451 — Abclonal) 1:200

RORY (bs-6217R — Bioss) 1:200

= ikinci giin 3 kez 5’er (3x5) dakika PBS ile yikama
= Kesitlerin tizerine HRP polimer damlatilarak 60 dakika beklendi
= 3x5 dk PBS ile yikama

= AEC soliisyonu damlatilacak ve reaksiyon gozleninceye kadar 151k almayacak

sekilde beklendi (Reaksiyon dakikada bir mikroskop altinda bakilacak)

= 3x5 dk PBS ile yikama
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= Hematoksilende 10 saniye bekletildi (Boyanma yeterli olmazsa bekleme siiresi

arttirtlacak (RORy ve AHR Kesitlerinde 1 saniye)

* 10 dakika ¢esme suyu ile yikandi

= Ksilolde 5 dakika bekletildikten sonra entellan ile kapatildi
3.6. Western Blot analizi

Kontrol ve preeklampsi gruplara ait doku Orneklerinin lizatlar1 kantitatif olarak

analiz edildi.

3.6.1. Dokularin lizat haline getirilmesi
Kullanilan soliisyonlar:

* Lizis Buffer

10 ml 0,1 M Tris (pH: 7,4) (BioRad #1610716)

1 ml Sodyum Orthovanadate (Sigma Aldrich S6508)
1 gr SDS (BioRad #1610302)

90 ml distile su

0,6 gr Tris 40 ml distile suda ¢oziildii ve HCI ile pH= 7,4’e ayarlandi. Son hacim 50
ml’ye tamamlandi (0.1 M Tris).

0,184 gr Sodyum Orthovanadate 10 ml 0.1 M Tris igerisinde ¢ozdiiriildii (100x
Sodyum orthovanadate).

Son olarak 10 ml 0,1M Tris 90 ml suda ¢oziiliip 1 gr SDS ve 1 ml 100x Sodyum

Orthovanadate eklenerek Lizis Buffer elde edildi.
. Proteaz inhibitér Kokteyli (25x)
1 tablet Roche PIK (Proteaz Inhibitdr Kokteyli tablet)

1 ml distile su
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Tablet suda ¢oziilerek 25x PIK hazirlandi. Kullanilacagi zaman distile su ile 1x’e diliie
edilerek kullanildi.

S1v1 nitrojende kriyotiiplerde muhafaza edilen dokular buz igerisine alind1 ve tiim
asamalar buz igerisinde gerceklestirildi. Ornekler bistiiri yardimiyla parcalanarak
mekanik olarak olabilecek en akigskan hale getirildi. Sonrasinda eppendorflar
numaralandirilarak darasi alindi ve ornekler iclerine aktarilarak agirliklar tartildi.
0,2gr drnek basina 600ul Lizis Buffer ve 10ul Proteaz inhibitor Kokteyli eklendi. Her
15 dakikada bir vortekslenerek 1 saat boyunca +4°C’de inkiibe edildi. Sonrasinda
dokunun 1iyice parcalanip proteinlerin en iyi sekilde ayrismasi igin sonikator
uygulandi. Dokular son kez vortekslendi ve 15.000 rpm’de 4°C’de 10 dakika boyunca
santrifiijlendi. Stipernatantlar {ist kisimdan alinarak yeni eppendorflara aktarildi, pelet

kismu atildi. Siipernatant kismi yani hazirlamis oldugumuz lizatlar -20°C’de muhafaza

edildi.
3.6.2. Protein miktarlariin tayini

Plasenta lizatlarinin protein miktarlarinin  belirlenmesi i¢in Lowry metodu

kullanilmustir.

Lowry Soliisyonlari

= Lowry A soliisyonu:
- 0.2 M Na2CO3

- 0.1 M NaOH

= Lowry B soliisyonu
-%1 KNaCsH40s

* Lowry C Soliisyonu

-%1 CuS045(H20)
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Protokol:

1. 5 adet standard soliisyon gibi BSA (Bovin serum albumin) (1mg/ml) kullanilarak

hazirlandi. Hazirlanma sekilleri asagida not edilmistir:

= 1 nolu standart 20 pl BSA stok soliisyonu

= 2 nolu standart 20 pl BSA stok soliisyonu + 20 pl PBS

= 3 nolu standart 20 ul BSA stok soliisyonu + 40 pl PBS

= 4 nolu standart 20 pl BSA stok soliisyonu + 60 pl PBS

= 5 nolu standart 20 ul BSA stok soliisyonu + 100 ul PBS

2. Numuneler 1:40 diliie edilerek calisildi.

3. Lowry Ol¢limil i¢in numuneler ¢ift tekrarh ¢alisildi.

4. Her bir numune PBS ile 1:40 diliie edildi ve eppendorf tiipe alindi.

5. Lowry A, B ve C soliisyonlar1 sirasiyla 1:1:100 oraninda karistirildi ve Lowry
karigimi elde edildi.

6. Elde edilen Lowry karisimindan her bir numuneye 600 pl ilave edildi ve

vortekslendi.
7. 10 dakika buz iizerinde inkiibasyon yapildu.

8.Standartlara, numunelere ve blank’e 60 pl folin (1:1 oraninda distile su ile diliie

edilmis) eklendi.
9. Folin ile karanlik ortamda 30 dakika inkiibasyon islemi gerceklestirildi.

10. Bu islem sonrasinda ise 750 nm dalga boyunda spektrofotometrede O6l¢iimler

yapilarak hazirlanan numunelerdeki protein miktarlari tespit edildi.

11. Lowry ile protein tayini yapilan numunelere her bir eppendorfun iginde esit

miktarda protein miktar1 olmasi i¢in distile su ve Laemmli buffer eklendi.
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3.6.3. Western Blot deneyinde kullanilan soliisyonlar
* Ayirma Soliisyonu

18,17 gr Tris

0,4 gr SDS

Her ikisi 800 ml distile suda ¢oziildii. pH=8,8’¢ ayarlandi ve son hacim 1000 ml’ye

tamamlandi.

* Toplama Soliisyonu
6,06 gr Tris

0,4 gr SDS

Her ikisi 800 ml distile suda ¢oziildii. pH=6,8’¢ ayarlandi ve son hacim 1000 ml’ye

tamamlandi.

* 5x Yiirlitme Soliisyonu
9grTris

43.2 gr Glisin

3 gr SDS

600 ml Distile su

Kullanim sirasinda distile su ile 1x seklinde diliie edilerek kullanildi (100 ml 5x

Yiirlitme Soliisyonu+ 400 ml distile su).
* Blotlama Soliisyonu

14.3 gr Glisin

3 gr Tris

700 ml distile su
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Olusturulan soliisyona 200 ml metanol eklendi ve toplam hacim 1000 ml’ye

tamamlandi.

* Bloklama Soliisyonu (%5°lik siit tozu)
5 gr siit tozu (Applichem A0830,0500)
100 ml TBS-T

Bu soliisyon hazirlandiktan sonra +4’te maksimum 1 giin bekletildi. Genel olarak taze

hazirlanarak kullanildi.

* 10x TBS Tamponu

60.55 gr Tris

87.66 gr NaCl (Merck 1.06404.1000)
800 ml distile su

Soliisyon HCl ile pH:7.4’e ayarlandi. pH ayarlandiktan sonra toplam hacim distile su

ile 1000 m1’ye tamamlandi.
* TBS-T Soliisyonu

1000 ml 1x TBS igerisine 1000 pl Tween 20 (Amresco Tween 20-0777) eklendi ve
kullanilda.

+ Akrilamid-Bisakrilamid
7,5 gr Akrilamid-Bisakrilamid (37,7:1) (Sigma Aldrich- Fluka Analytical 100928870)

Akrilamid-Bisakrilamid falkona alindi ve 25 ml’ye tamamlanana kadar distile su

ekleyip ¢oziildii. Falkon, aliminyum folyo ile sarili sekilde muhafaza edildi.
* %10’luk APS (Amonyum persiilfat)
1 gr APS (Sigma Aldrich- Fluka Analytical 100928870)

10 ml distile suda 1 gr APS ¢oziildii.
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Ayirma Jeli
4950 pl Distile su

3000 pl Ayrilma soliisyonu
3960 pl Poliakrilamid

15 ul TEMED (Sigma Aldrich T7024-100)
90 pl %10°luk APS

Belirtilen soliisyonlar sirasiyla bir falkon igerisinde birlestirildi. Jel donmadan hizlica

camlar arasina aktarildu.
Toplama Jeli

2310 pl Distile su

1000 pl Toplama soliisyonu
660 pl Poliakrilamid

5 ul TEMED

30 ul %10°’luk APS

3.6.4. Western Blot protokolii
1.Giin

= {lk olarak proteinlerin yiiriitiilecegi jeller hazirland. Jel i¢in gerekli olan ayirma ve
toplama soliisyonu yiizde igerigi incelenecek olan proteinlerin kilodalton (kDa)

agirhigina uygun olarak secildi.

= Toplama ve ayirma jelleri belirli oranlardaki Ayirma soliisyonu, Toplama soliisyonu,
Poliakrilamid, Distile su, TEMED ve APS kullanilarak hazirlandi. Jel hazirlama
standinda sabitlenmis camlar arasina 6nce ayirma jeli, sonrasinda lizerinde toplama

jeli eklendi. 10’luk tarak camlar arasina yerlestirildi.

= Her iki jelin yaklagsik 15 dakika donmasi i¢in beklendi.
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= Stanttan ¢ikarilan jeller yiiriitme tankina yerlestirildi. Uzerine 1x yiiriitme soliisyonu

eklendi.

= Laemmli (Sigma Aldrich S-3401) ile hazirlanmis ornekler -20°den ¢ikarildi ve
95°C’de 5 dk boyunca kaynatildi.

= Camlar arasina yerlestirilen tarak yiiriitme soliisyonu igerisinde ¢ikarildi. Boylece

kuyucuklar i¢erisinde hava kabarcig1 olusumu minimuma indirgendi.
Ornekler kuyucuklara yiiklendi. Her bir kuyucuga 20 ul 6rnek yiiklendi.
» Once 140 Voltta 15 dk, sonra 160 voltta 1 saat boyunca yiiriitiildii.

* Yiiriitme sonrasinda jeldeki proteinler Blotlama yapilarak Nitroseliiloz (Amersham
Hybond ECL nitrocellulose membranes (RPN303D) membrana aktarildi. Bu islem
icin jel, Nitroseliiloz membran, Blotlama kagitlar1 ve destek materyalleri ile sandvig
hazirlanarak blotlama tankina yerlestirildi. Tanka ayrica buz yerlestirilerek oda

sicakliginda 1 saat boyunca 350 mA’de blotlanmasi saglandi.

* Proteinlerin membrana aktarilip aktarilmadigi Poncaeu boyamasi (Sigma Aldrich

P7170) ile kontrol edildi.
= Poncaeu boyas: membrandan 3x5 dk TBS-T yikamasi ile temizlendi.

* Yikama sonunda membranlar c¢alkalayici {izerine alindi ve non-Spesifik
baglanmalarin 6nlenmesi icin TBS-T ile hazirlanmis yagsiz siit tozunda 1 saat boyunca

bloklama gergeklestirildi.

= Bloklama sonrasinda yagsiz siit tozunda diliie edilmis Primer antikorlar (RORYy

1:2000, AHR 1:2000) membrana eklendi ve soguk odada gece boyunca inkiibe edildi.
2. Giin
= Primer antikorlar membrandan uzaklastirildi ve 3x5 TBS-T yikamasi yapildi.

* Yikama sonrasinda yagsiz siit tozunda diliie edilmis sekonder antikorlar (Kegi anti-
tavsan sekonder antikor, 1/4000) membranlara eklendi ve oda sicakliginda 1 saat

inkiibe edildi.
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= 3x5 TBS-T yikamasi yapildi.

* Membran, karanlik ortamda 5 dk boyunca shaker tizerinde ECL (Advansta K-12045-
D50) ile inkiibe edildi.

» Gorlintiileme cihazinda (Azure ¢280) bantlar incelendi.
3.7. Istatiksel analiz

Western Blot bantlarmin yogunluklar: image J programu ile 6l¢iildii. Elde edilen AHR
ve RORy proteinlerinin bant yogunluklari Beta aktin bant yogunluklarina gore
normalize edildi. Normalizasyon sonrasi elde edilen veriler, GraphPad programi

kullanilarak Student T-Test ile istatistiksel olarak karsilastirildi.

Immiinohistokimyasal boyanmalarm analizi i¢in, 20X biiyiitmede cekilen
goriintillerde desiduanin 6 farkli alaninda pozitif boyanma gdsteren hiicreler
degerlendirilmistir. ImageJ programinda her bir goriintiiniin renkleri ayirilip renk esigi
boyanma gosteren hiicrelere gore ayarlanmistir. Elde edilen goriintiilerden boyanma
degerleri alinip GraphPad programi kullanilarak Student T-Test ile istatistiksel olarak

karsilastirilmistir.

Immiinfloresan boyanmalarin analizi icin 6 farkli alanda 40X biiyiitmede cekilen
goriintiiler kullanilmistir. ImageJ programi kullanilarak, pozitif boyanma godsteren
hiicrelerin boyanma alanlar1 isaretlenmis ve ortalama boyanma yogunluk degerleri
elde edilmistir. Degerler GraphPad program kullanilarak Student T-Test ile

istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Analizlerin sonucunda p<0,05 (*) olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Hematoksilen-Eosin Boyanmasi ve Morfolojik Analiz

Preeklampsi tanis1 konmus gebeliklerden toplanan plasentalarin kontrol plasentalar ile
karsilagtirilmasiyla ilk olarak morfolojik degerlendirme yapilmistir. Bunun igin

hematoksilen-eosin boyama teknigi kullanilmistir.
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Sekil 4.1. Hematoksilen-eosin boyanmalari sonucunda preeklampsi morfolojisi ortaya konulmustur. (A-
D) Saglikli gebeliklerden alinan plasentalar (20X). (E-H) Preeklamptik gebeliklerden alinan plasentalar
(20X). Sinsisyal nodlar yesil oklar, fibrin birikimi turuncu oklar, kalsifikasyonlar sar1 oklar ile
gosterilmistir.

4.2. immiinohistokimya Boyama Bulgular

Immiinfloresan boyamalarinin teyit edilmesi igin yapilan immiinohistokimya
boyamalarindan elde edilen sonuglar.

Sekil 4.2. Preeklamptik ve saglikli plasenta dokusunda Th22 hiicrelerinin transkripsiyon faktorii
AHR’nin immiinohistokimya boyamalarinda lokalizasyonlari tespit edildi (20X ve 40X). (A-B: Saglikli
plasenta, C-D: Negatif kontrol, E-F: Preeklamptik plasenta)
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Sekil 4.3. Preeklamptik ve saglikli plasenta dokusunda Th17 hiicrelerinin transkripsiyon faktorii
RORy’nin immiinohistokimya boyamalarinda lokalizasyonlar1 tespit edildi (20X ve 40X). (A-B:
Saglikli plasenta, C-D: Negatif kontrol, E-F: Preeklamptik plasenta)
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Sekil 4.4. Preeklamptik ve saglikli plasenta dokusunda Th hiicrelerinin transkripsiyon faktorii CD4’iin
immiinohistokimya boyamalarinda lokalizasyonlar1 tespit edildi (20X ve 40X). (A-B: Saglikli plasenta,
C-D: Negatif kontrol, E-F: Preeklamptik plasenta)
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Sekil 4.5. Plasenta iizerinde immiinohistokimya boyanma yogunlugunun kantitatif analiz sonuglari
(****p<0.0001, *p<0.05)
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4.3. Immiinfloresan Boyama Bulgulari

Immiinfloresan boyama ile CD4, AHR ve RORY proteinleri preeklamptik ve kontrol

plasentalarda lokalize edilmis ve ekspresyon seviyeleri incelenmistir.

4.3.1. Saghkh ve Preeklamptik Plasentalarda AHR+ Immiinfloresan

Boyanmalar

j—l00um |—t00um

Sekil 4.6. Preeklamptik ve saglkli plasenta dokusunda Th22 hiicrelerinin transkripsiyon faktorii
AHR’nin immiinfloresan boyamalarinda lokalizasyon ve ekspresyon yogunluklari incelendi (40X). (A-
B: Saglikli plasenta, C-D: Preeklamptik plasenta, E-F: Negatif kontrol; Mavi: DAPI, Kirmizi: AHR)
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4.3.2. Saghkhh ve Preeklamptik Plasentalarda CD4+ Immiinfloresan

Boyanmalar

}—100um § |—lo0um

Sekil 4.7. Preeklamptik ve saglikli plasenta dokusunda T yardimci hiicrelerine 6zgiin reseptdr CD4’{in
immiinfloresan boyamalarinda lokalizasyon ve ekspresyon yogunluklari incelendi (40X). (A-B: Saglikli
plasenta, C-D: Preeklamptik plasenta,: E-F: Negatif kontrol; Mavi: DAPI, Yesil: CD4)
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4.3.3. Saghkh ve Preeklamptik Plasentalarda RORy+ Immiinfloresan

Boyanmalar

—tooum | T

Sekil 4.8. Preeklamptik ve saglikli plasenta dokusunda Th17 hiicrelerinin transkripsiyon faktori
RORy’nin immiinfloresan boyamalarinda lokalizasyon ve ekspresyon yogunluklart incelendi (40X). (A-
B: Saglikli plasenta, C-D: Preeklamptik plasenta, E-F: Negatif kontrol; Mavi: DAPIL, Kirmizi: RORG)

Immiinfloresan boyamalar sonucunda AHR+ hiicrelerinin plasenta dokularinda
kontrol gurubuna kiyasla preeklamptik 6rneklerde ekspresyon seviyelerinin artist
Sekil 4.6’da B ve D fotograflarinda gosterilmistir. CD4+ yardimer T hiicrelerinin
plasenta dokularinda saglikli gebeliklere kiyasla preeklamptik plasentalarda
ekspresyon seviyelerinin artis yaptig1 Sekil 4.7°de gosterilmistir. RORy+ hiicrelerin
boyanmalar1 Sekil 4.8’de gosterilmistir. Buna gére RORy+ hiicrelerin kontrollere

kiyasla ekspresyon seviyelerinde 6nemli bir fark gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.9. Plasenta dokusunda gozlenen immiinfloresan boyanmalarin kantitatif analizi (*p<0.05)

T lenfositler Trofoblast Endotel hiicre
AHR +++ ++ +
RORy + - _
CD4 ++ - N

Tablo 4.1. immiinohistokimyasal boyanma sonucunda gdzlenen hiicre tipi boyanma yogunluklart
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4.4. Deney Gruplarinda AHR ve RORy Proteinlerinin Western Blot Analizi

~115 kD -
? W ET S ® m Kontrol grubu 1. tekrar
L] . -
- - Kontrol grubu 2. tekrar
~ #= @ ™» == Kontrol grubu 3. tekrar
— wow s Kontrol grubu 4. tekrar

W™ s  AHR grubu 1. tekrar
- m - - AHR grubu 2. tekrar

[ " - - AHR grubu 3. tekrar

T AHR grubu 4. tekrar

Beta Actin

TAZKD2 | N o

Sekil 4.10. Kontrol ve preeklampsi gruplarinda AHR proteini ile yapilan western blot deneyinde elde
edilen bantlar (n=6)
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Sekil 4.11. Kontrol ve preeklampsi gruplarinda RORy proteini ile yapilan western blot deneyinde elde
edilen bantlar (n=6)
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Sekil 4.12. Preeklamptik plasenta drneklerinde gozlenen AHR ve RORy proteinlerinin western blot
teknigi ile analizi (*p<0.05)

Western blot deney sonuglari immiinfloresanda yapilan degerlendirmeye destek
olmustur. AHR protein ekspresyonunun kontrollere kiyasla preeklamptik 6rneklerde
Oonemli bir artis yaptig1 tespit edilmistir (p<0.05). RORy ekspresyon seviyesinde ise iki
grup kiyaslamasinda 6nemli bir farklilik olmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.12).
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5. TARTISMA

Gebelik boyunca implantasyon basarisi ve fetiisiin gelisimi igin immiin ¢evrenin
dengede olmasi gerekmektedir. Uterusun ve maternal damarlarin trofoblastlar
tarafindan invaze edilmesinde immiin dengenin korunumu hayati bir Onem
tagimaktadir. Preeklamptik vakalar gebelik patolojilerinin %5-8’ini kapsamaktadir.
Preeklamptik gebelik vakalarinda karsilasilan ekstraviloz trofoblastlarin yetersiz spiral

arter remodellemesinde immiin hiicrelerin rol oynadig: diisiintilmektedir.

Calismamizda, preeklamptik gebeliklerden elde edilen plasentalar makroskopik ve
mikroskobik diizeyde incelenmistir. Literatiirde, preeklamptik gebeliklerden alinan
plasentalarin saglikli gebeliklerden alinan plasentalara kiyasla daha hafif oldugu ve
daha kiigiik boyutlara sahip oldugu belirtilmistir (Narasimha ve ark., 2011).
Calismamizda preeklamptik gebelik grubu i¢in alinan plasentalarin daha az agirliga

sahip olduklar1 Tablo 3.2’de gosterilmistir.

Mikroskopik incelemeler i¢in hematoksilen-e0sin boyamasi yapilarak, plasentalarin
preeklampsi morfolojisine sahip olduklari dogrulandi. Bunun i¢in plasenta dokusu
icerisinde fibrin birikimi, kalsifikasyon ve sinsisyal nod sayist literatlire uygun olarak

incelenmistir.

Fibrin birikimi preeklampsi patolojisini dogrulamak i¢in kullanilan bir parametredir.
Redline ve ekibinin (2004) yaptiklar1 bir ¢aligmada preeklamptik gebeliklerden alinan
plasentalarda villiislerin ve intervilloz bosluklarin kapanmasina neden olan fibrin
birikimini gostermistir. Literatiirde yapilan caligmalarda preeklamptik plasentalarda
kalsifikasyonda artis oldugu belirtilmistir (Donthi ve ark., 2020). Son olarak,
literatiirde belirtildigi iizere sinsisyal nod sayisindaki artis alinan plasentalarin
preeklamptik gebeliklerden oldugunu belirlemek igin kulanilmistir (Donthi ve ark.,
2020). Mikroskopik incelemelerimizde caligmamizda kullandigimiz preeklampsi

grubuna ait plasentalarda literatiire uygun patoloji saptanmustir.

Th22 hiicrelerinin ve esas salgilar1 olan IL-22 sitokininin preeklamptik gebeliklerde
rol alabilecegi literatiirde incelenmistir. Bersani ve ekibi (2015) Th22 hiicrelerinin esas
salgis1 olan IL-22 sitokinini maternal, gobek kordon ve neonatal kaninda seviyelerini

kantitatif olarak incelemistir. Elde ettikleri sonuclara gore preeklamptik gebeliklerde
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maternal ve neonatal kan grubunda kontrol grubuna kiyasla bir artis gozlense de
istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmemistir. Gobek kordonundan alinan
kanda ise preeklamptik gebeliklerde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit
edilmistir (p<0.05) (Bersani ve ark., 2015). Arastirmacilar IL-22 seviyesinin
preeklamptik gebeliklerde yaptigi bu artisin trofoblastlar ve desidual hiicreler
arasindaki etkilesimde bir fonksiyon bozuklugu oldugundan kaynaklandiginm
diistinmiislerdir (Bersani ve ark., 2015). Yapilan bir diger ¢alismada IL-22 seviyeleri
preeklamptik ve saglikli gebeliklerde incelenmistir. Elde edilen kantitatif sonuclara
gore preeklamptik gebeliklerde kontrol gebeliklere kiyasla periferal dolasimda IL-22
sitokininin istatistiksel olarak anlamli bir artis yaptig1 belirtilmistir (p<<0.001) (Zhang
Z. ve ark., 2017). Aym calismada, flow sitometri teknigi ile Th22 hiicreleri tespit
edilmigtir. Th22 hiicrelerinin tespiti i¢in kriterler CD4 ve 1L-22 pozitifken 1L-17
sitokini i¢in negatif olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglara gére Th22 hiicre
popiilasyonunun preeklamptik gebeliklerin periferal kaninda saglikli gebeliklere
kiyasla istatistiksel olarak anlaml bir artis yaptig1 belirlenmistir (p<0.05) (Zhang Z.
ve ark., 2017). Preeklampsi hastalarinda Th22 hiicre ve Th17 hiicreleri ayni oranda
arttig1 saptanmisken, saglikli gebelerde Th17 ve Th22 hiicre diizeyleri arasinda bir
iliski saptanmamistir. Bu sonu¢ Th22 hiicre diizeyinin Th17 hiicre diizeyine bagh
olarak degiserek preeklampside rol alabilecegini gostermistir. Calismada incelenen
plazmada bulunan IL-22 sitokininin Th22 hiicrelerinden salgilandigin1 dogrulamak
i¢in istatistik yapilmistir. Bunun sonucunda IL-22 sitokin artis1 ile Th22 hiicre artisi
arasinda bir korelasyon bulunmustur. Th17 hiicreleri ile yapilan istatistikte, plazmada
bulunan IL-22 sitokininin Th17 hiicreleri ile korelasyonunun olmadigi bulunmustur.
Th17 hiicrelerinin preeklampside artis yapmasinin bulunmasina ragmen plazmada
bulunan IL-22 sitokin artiginda Th22 hiicrelerinin esas rolii oldugunu savunmuslardir
(Zhang Z. ve ark., 2017). Bir diger calisma preeklampsi ve saglikli gebeliklerde
periferal kanda IL-22 sitokinini incelemistir. Kantitatif analiz sonucunda IL-22
sitokininin saglikli gebeliklere kiyasla preeklamptik gebeliklerde istatistiksel olarak
anlamli bir azalma yaptig1 belirtilmistir (p<0.05). Arastirmacilar bu farkliligin nedeni
olarak gebelerde semptomlarin ¢ikmasindan kisa siire sonra kan 6rnegi toplamalarini
gostermislerdir. Bu sebeple diger inflamatuvar sitokinler olan IL-1, IL-6, IL-17 ve
TNF-a seviyelerinde bir fark goremediklerini diistinmiislerdir (Stefanska ve ark.,
2021). IL-22 sitokinini esas olarak Ttreten Th22 hiicrelerini inceledigimiz

calismamizda, bulgularimiz literatiirde IL-22 sitokininin artisin1 belirten sonuglar ile
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uyumlu ¢ikmistir. Calismamizda semi-kantitatif olarak inceledigimiz Th22
hiicrelerinin transkripsiyon faktorii olan AHR, preeklamptik ve saglikli gebelikler
kiyaslandiginda preeklampsi grubunda protein miktarinda istatistiksel olarak énemli
bir artis yapmustir (p<0.05) (Sekil 4.7). Plasenta drneklerinden elde ettigimiz sonuglara
gore, plasenta dokusunda artis yapan AHR transkripsiyon faktoriiniin preeklampsi
patogenezinde rol alabilecegi gosterilmistir. Calismamizda elde ettigimiz
immiinfloresan boyanma goriintiilerinde, AHR ve CD4 pozitif hiicrelerin preeklamptik
plasentalarin desiduasinda saglikli plasentalara kiyasla daha fazla lokalize olduklari
goriilmiistiir. Th22 hiicrelerinin preeklamptik gebelik plasentalarinda yaptig: artis, bu
hiicrelerin salgiladiklar IL-22, TNF-a gibi sitokinler ile immiin dengenin bozulmasina
katkida bulunarak preeklampsi patolojisine neden olabilir. Literatiirde Th22
hiicrelerinin ~ preeklampside  plasenta dokusunda incelendigi  arastirmalar
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile, AHR ve CD4 pozitif olan Th22 hiicrelerinin
preeklampside daha detayli incelenmesinin preeklampsi patogenezinin anlasilmasinda

katkida bulunacaktir.

Th17 hiicrelerinin gebelikte immiin dengede rol aldigi c¢esitli arastirmalarla
incelenmistir. Saglikli gebeliklerde Th17 hiicrelerinin salgiladiklart sitokinler ile ilk
trimesterde  pro-inflamatuvar  karakterdeki immiin dengede rol aldiklar
diistiniilmektedir (Wu ve ark., 2014). Ancak, ilk trimesterde Th17 hiicrelerinin
sayisinin normalden fazla olmasi durumunda preeklampsi ve tekrarlayan gebelik
kayiplarina yol acabilecegi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir. Sereshki ve ekibinin
(2014) yaptig1 bir ¢alismada tekrarlayan gebelik kayiplarimi (RSA) ilk trimesterde
yasamis olan kadinlarin periferal kani kullanilmigtir. Flow sitometri kullanarak Th17
ve Treg hiicrelerinin belirtecine bakilan bu c¢alismada, RSA 0Ornekleri kontrol
ornekleriyle kiyaslandiginda Th17 hiicre oraninin Treg hiicre oranindan yiiksek oldugu
belirtilmistir. Ayn1 ¢alismada, ELISA teknigi ile periferal kanda IL-17 sitokin
konsantrasyonu Ol¢lilmiis ve RSA o6rneklerinde kontrollerden daha yiiksek ¢ikmistir
(Sereshki ve ark., 2014). Th17 hiicrelerinin preeklampside oynadigi rol f{izerine
literatiirde yapilmis olan birgok c¢alisma bulunmaktadir. Periferal kanda yapilan
calismalarda, CD4 ve IL-17 pozitif olarak karakterize edilen Th17 hiicrelerinin saglikli
gebeliklere kiyasla preeklamptik gebeliklerde istatistiksel olarak anlamli bir artis
yaptig1 gosterilmistir (Zhang Z. ve ark., 2017; Eghbal-Fard ve ark., 2019). CD3, CD4

ve IL-17A belirteglerini Th17 hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in kullanan bir
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calismada, Th17 hiicrelerinin sayilarinin saglikli gebeliklere kiyasla preeklamptik
gebelerin periferal kaninda daha yiiksek oranda ¢iktigi gosterilmistir (Darmochwal-
Kolarz ve ark., 2012). CD4 ve IL-17 pozitif hiicrelerin kullanildigi bir ¢alismada,
hamilelik ile birlikte IL-17 iireten hiicrelerin sayilarmin diistiigii belirtilmistir. Bununla
birlikte preeklamptik gebeliklerde ise saglikli gebeliklere kiyasla IL-17 iireten
hiicrelerin sayilarinin arttig1 belirtilmistir (Santner-Nanan ve ark., 2009). Saglikli bir
gebeligin saglanmasinda, semiallojenik fetiise karsi tolerans igin IL-17 iireten
hiicrelerin diisiik sayida olmasi gerektigi vurgulanmistir. Ayrica preeklampside
Th17/Treg dengesinde Th17 hiicrelerinin baskin oldugu bulunmustur ve bu baskinligin
preeklampside rol alabilecegi diisiiniilmiistiir. Th17 hiicreleri ve IL-17 sitokini ile
yapilan ¢alismalarda farkli sonuglar ortaya konmustur. Periferik dolasim ile yapilan
bir¢cok ¢alismada IL-17 seviyesinde saglikli ve preeklamptik gebeliklerin arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark gézlenmemistir (Mundim ve ark., 2016; Adela ve
ark., 2017; Charkiewicz ve ark., 2018). Calismamizda elde ettigimiz sonuglar
literatiirle uyumlu bir sekilde, preeklamptik gebeliklerde RORy eksprese eden

hiicrelerin saglikli gebeliklerle ayni sayida olduklarini1 gostermistir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada preeklampside gozlenen immiin denge bozuklugunda rol oynayabilecek
T lenfositler incelenmistir. Th17 ve Th22 hiicrelerinin periferal dolasimda gozlenen
ekspresyon artiglarinin plasenta dokusunda incelenmesi amag olarak belirlenmistir. Bu
amag dogrultusunda western blot ile Th17 hiicreleri icin RORy ve Th22 hiicreleri i¢in
AHR proteinlerinin ekspresyon seviyeleri incelenmistir. Immiinfloresan deneylerinde
Th17 hiicreleri i¢in RORy ve Th22 hiicreleri i¢in AHR proteinlerinin lokalizasyon ve

ekspresyon seviyeleri incelenmistir.
Sonug olarak;

1. Th17 hiicrelerinin tespiti i¢in kullanilan RORy protein ekspresyon seviyesinin,
hazirlanan plasenta lizatlarinda gergeklestirilen western blot deneylerinde
gruplar arasinda 6nemli bir fark olusturmadigi tespit edilmistir.

2. Th22 hiicrelerinin tespiti i¢in kullanilan AHR protein ekspresyon seviyesinin,
hazirlanan plasenta lizatlarinda gerceklestirilen western blot deneylerinde
preeklamptik gruplarda 6nemli bir farkla artis yaptig1 gézlemlenmistir.

3. Immiinfloresan ve immiinohistokimya deneylerinde Th17 hiicrelerinin tespiti
icin kullanilan CD4 ve RORYy proteinlerinin ekspresyonlar1 gozlemlenmistir.
Western blot deneyinde karsilastigimiz sonuca uygun sekilde Thl7
hiicrelerinin belirteci olan RORYy proteininin plasenta dokusu i¢inde gruplar
arasinda ekspresyonunda fark gézlemlenmemistir. Th hiicre belirteci olan CD4
ekspresyonunda ise preeklamptik gebeliklerde saglikli gebeliklere kiyasla
desidua bazaliste yiiksek lokalizasyon gozlenmistir.

4. Th22 hiicrelerinin ekspresyonunu belirlemek i¢in immiinfloresan ve
immiinohistokimya deneylerinde kullanilan CD4 ve AHR proteinlerinin
boyanmasi ile gorsel olarak gruplar arasindaki farklar analiz edilmistir. Deney
sonucunda Th22 hiicrelerinin belirteci olan CD4 ve AHR proteinlerinin
preeklamptik gebeliklerde saglikli gebeliklere kiyasla dnemli bir artig yaptigi

gbzlemlenmistir.
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