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1. OZET

Giris: Mezenkimal stroma hiicreleri anjiyogenik potansiyeli gosterilmis hiicrelerdir. Farkli
kaynaklardan elde edilir. Bunlar arasinda gobek kordonu stromasi 6nemli bir kaynaktir. Bu
hiicreler anjiyogenik etkilerini hiicre disina salgiladiklar1 ekzozomlar araciligiyla yapar.
Ekzozomlar tasidiklar1 biyobelirteclerle hedef hiicrede etkindir. Igerikleri salgilandiklari
dokuya, hiicrenin metabolik durumuna ve hastaliklar gibi diger kosullara gore degisir.
Preeklampsi gebelikte ortaya ¢ikar, yiiksek tansiyon ve proteiniiri ile seyreder. Birbirinden
farkli gelisen plasenta kaynakli ve maternal kaynakli iki alt tipi bulunur. Bu iki alt tip arasindaki
ayrim heniiz netlik kazanmamistir. Preeklampsideki belirtilerin ortaya ¢ikisinda endotel
disfonksiyonu 6n plandadir. Endoteli etkileyen bu durumun anjiyogenezi de etkilemesi olasidir.
Bu etkiyi gebeligin erken doneminde damar gelisim siirecinde olusturur. Ozellikle
preeklampsinin baglangicinin anjiyogenezi nasil etkiledigiyle ilgili doku calismasi sinirlidir.
Anjiyogenik etkileri bilinen ve in vivo ve in vitro kosullarda devam eden iGK-MSH nin
dokudaki bazal anjiyogenik potansiyeli ve ekzozomlarinin anjiyogenik performasinin

degerlendirilmesine iliskin literatiir kisithidir.

Amag: Bu calismada farkli baslangigh preeklampsi olgularindan elde edilen ekzozomlarin
HUVEC iizerinde anjiyogenez performansi ve alinan gobek kordonlarindaki stromanin

VEGFR-2 ifade diizeyleri karsilagtirilarak literatiire katki yapilmasi amaglanmigtir.

Gerec ve yontem: Erken baslangicli (24 ile 34 hafta aras1) ve ge¢ baslangicli (34 hafta sonrasi)
altisar preeklampsi olgusundan alinan gobek kordonlarindan iGK-MSH ekzozomlari
ultrasantrifiij yontemiyle ayristirildi. P3’teki ekzozomlarin karakterizasyonu ig¢in SEM,
Western Blot, ayarlanabilir direngli darbe algilama sistemi, MicroBCA® analizleri yapildi. Elde
edilen ekzozomlarla HUVEC hatt1 tiip olusumu deneyinde anjiyogenez test edildi. Alinan
gobek kordonuna ait ii¢ bolge subamniyotik stroma (1), intervaskiiler stroma (IVS),
perivaskiiler stroma (PVS) ve yapilan hiicre kiiltiiriinde ti¢ farkli grupta (Kontrol, EPE, GPE)
VEGR-2 proteiniyle immiin igsaretleme yapildi. Alinan gébek kordonlart H&E ve Mallory Azan
boyasiyla boyanarak gobek kordonundaki yapilara ait metrik 6lgtimler gergeklestirildi. Gruplar

arasindaki fark istatistiksel olarak degelendirildi.



Bulgular: Kontrol ekzozomlari, EPE ve GPE ekzozomlarindan daha etkin anjiyogenez
performanst gosterdi. Gobek kordonunda, gruplardan bagimsiz olarak VEGFR-2 seviyesi
SAS’da IVS ve PVS’ye gore zayif izlendi. Hiicre kiiltiiriinde kontrol olgularinda EPE ve
GPE'ye gore daha yliksek sinyal yogunlugu 6l¢tildii. Histomorfometrik olarak gruplarda arter

liimeni ve arter liimen indeksi EPE ve GPE gruplarinda kontrollere gore yiiksek ol¢iildii.

Sonu¢: Preeklampsi anjiyogenezi olumsuz etkiler. Fakat preeklampsinin baslangici
anjiyogenez lizerinde belirgin bir etkiye sahip degildir. Gobek kordonu stromasi anjiyogenik
potansiyelini korumaktadir. Preeklampsinin stroma {izerinde anlamli etkisi bulunur. Fakat

hiicrelerin anjiyogenik potansiyeli {izerinde diisiiriicii belirgin bir etkisi bulunmaz.

Anahtar kelimeler: Erken baglangi¢li preeklampsi, gec baslangich preeklampsi,
anjiyogenez, VEGFR-2, ekzozom



2. ABSTRACT

Introduction: Mesenchymal stroma cells have been shown to possess angiogenic potential.
These elements are obtained from a variety of sources. Of these, umbilical cord stroma is a
significant source. The angiogenic effects of these cells are attributable to the exosome secretion
process. Exosomes are known to exert an active influence on target cells, and the biomarkers they
carry are of significant diagnostic value. The content of these cells varies according to the tissue in
which they are secreted, the metabolic state of the cell, and other conditions such as diseases.
Preeclampsia manifests during pregnancy and is characterised by hypertension and proteinuria.
Two subtypes have been identified: placenta-induced and maternal-induced, which develop
differently from each other. The distinction between these two subtypes remains to be elucidated.
Endothelial dysfunction is a pivotal factor in the manifestation of symptoms associated with
preeclampsia. It is conceivable that this condition, which affects the endothelium, may also impact
angiogenesis. This phenomenon manifests during the process of vascular development in the early
stages of pregnancy. The existing literature on the subject of the impact of the onset of preeclampsia
on angiogenesis is limited in scope and depth. The extant literature pertaining to the evaluation of
the basal angiogenic potential of iIGK-MSH in tissue and the angiogenic performance of its
exosomes, the angiogenic effects of which are known to persist in both in vivo and in vitro

conditions, is limited.

Aim: The present study was conducted with the objective of making a contribution to the
existing literature on the subject by means of a comparison of the angiogenesis performance of
exosome samples obtained from cases of preeclampsia that had occurred at different times with

regard to the levels of HUVEC and VEGFR-2 expression in the stroma of umbilical cords.

Material and methods: Exosomes of iGK-MSH were separated by ultracentrifugation from
umbilical cords obtained from six cases of early-onset preeclampsia (between 24 and 34 weeks)
and six cases of late-onset preeclampsia (after 34 weeks). A series of analytical procedures were
carried out on the samples from P3, including SEM, Western Blot, an adjustable resistance pulse
detection system, and Micro BCA® analyses. The objective of this series of procedures was to
characterise the exosome samples. The angiogenic potential of the isolated EVs was then assessed

using a tube formation assay with HUVEC line cells. The umbilical cord was divided into three



regions: subamnionic stroma (1), intervascular stroma (IVS), and perivascular stroma (PVS). These
regions were then subjected to immunolabeling with a VEGFR-2 protein in a cell culture setting,
with the study divided into three distinct groups: Control, EPE, and GPE. The umbilical cords were
subjected to staining with hematoxylin and eosin (H&E) and Mallory Azan stain, after which
metric measurements of the structures present in the umbilical cord were performed. The difference

between the groups was statistically evaluated.

Results: The control exosomes showed superior angiogenesis performance in comparison to
EPE and GPE exosomes. In the umbilical cord, VEGFR-2 levels were found to be weaker in the
SAS than in the IVS and PVS, independent of the group. In cell culture, higher signal intensity was
measured in control subjects compared to EPE and GPE. The histomorphometric analysis revealed
that the arterial lumen and the arterial lumen index exhibited higher values in the EPE and GPE

groups in comparison with the control group.

Conclusion: Preeclampsia has been demonstrated to exert a detrimental effect on the process
of angiogenesis. However, the onset of pre-eclampsia does not have a significant effect on
angiogenesis. The umbilical cord stroma has been demonstrated to retain its angiogenic potential.
Preeclampsia exerts a substantial influence on the stroma. Nevertheless, the investigation revealed
that the substance in question does not have a substantial inhibitory effect on the angiogenic

potential of the cells.

Keywords: Early onset preeclampsia, late onset preeclampsia, angiogenesis, VEGFR-2,

exosome.



3. GIRIS VE AMAC

Mezenkimal stroma hiicreleri (MSH) 196011 yillardan beri yenileyici tip arastirmalarinda
kullanilir. Farkli kaynaklardan ayrigtirilabilir. Bu kaynaklar i¢cinde insan gdbek kordonu elde etme
kolaylig, etik sorunlar olusturmamasi ve diisiik immiin risk nedeniyle siklikla kullanilir. Insan
gbbek kordonu mezenkimal stroma hiicreleri etkilerini ekzozom ad1 verilen hiicre dis1 vezikiiller
araciligiyla parakrin ve endokrin olarak gosterir. Ekzozomlar hiicresiz tedavilerde kullanim igin
denenen hiicrelerden elde edilen ve igeriginde tasidiklari biyoaktif maddeler araciligiyla hiicreler
tizerinde etki gosteren vezikiillerdirr MSH’ye {istiin yonlerinden dolay1r yenileyici tip
arastirmalarinda MSH yerine denenir. Yenileyici tip arastirmalarinda anjiyogenez 6zel bir yer tutar.
Var olan damarlardan yeni damar olusumu anlamina gelen bu kavram o&zellikle kanser
caligmalarinda kullanilir. Bu agidan anjiyogenezin kontroliine ve anjiyogenez iizerinde etki
olusturacak molekiiller tizerine pek ¢ok caligsma bulunur. Preeklampsi gebelik zehirlenmesi olarak
bilinen ve gebeligin farkli donemlerinde belirtilerini gérdiigiimiiz ¢ok yonlii bir hastaliktir. Farkli
baglangicli alt tipleri bulunur. Etkilerinin bir kismi anjiyogenez iizerinedir. Patogenezinde

anjiyogenezin etkilendigi bilinir.

Tiim bu bilgilerin 1s13inda, hipotezi su sekilde kurduk:

Hipotez: Preeklampsinin baglangict ve dolayisiyla siddeti ile gobek kordonu stromasindaki

hiicrelerin anjiyogenezde etkili olan VEGFR-2 ifadesi arasinda bir etkilesim vardir.

Bu c¢alismada farkli baslangi¢li preeklampsi tiirlerinin insan gobek kordonu stromasi

tizerindeki etkilerini hiicre ve doku diizeyinde gormeyi amacladik. Bu amag dogrultusunda;

1. Erken ve ge¢ baslangicli preeklampsi olgularindan alinan gobek kordonlari arasindaki
yapisal farki morfometrik bulgularla gdstermeyi,

2. Saglikli gebeliklerden elde edilen gébek kordonlarinin stroma hiicrelerindeki anjiyogenik
reseptor molekdllerinin (VEGFR-2) hiicresel dagilimini ve ifade diizeyini gostermeyi,

3. Erken ve ge¢ baslangicli preeklampsili gebeliklerden elde edilen gobek kordonlariin
VEGFR-2 reseptoriiniin dagilimini ve ifade diizeyini gostermeyi; bu dagilim ve ifade

diizeyini kontrol olgulariyla karsilagtirmayz,



Erken ve ge¢ baslangich preeklampsi olgularindan elde edilen gobek kordonu stroma
hiicrelerinin hiicre kiiltiirii ireme 6zellikleri ve morfolojilerini karsilagtirmay,
. Erken ve ge¢ baslangichi preeklampsi olgularindan iireyen hiicrelerin anjiyogenik

molekiilleri ifade etme diizeyini karsilastirmayi,

. Erken ve geg baslangigli preeklampsi olgularindan elde edilen iGK-MSH ekzozomlarinin

anjiyogenez kapasitesini saglikli kontrollerle karsilastirmayi hedefledik.



4. GENEL BILGILER

4.1. Gobek Kordonunun Gelisimi

Gobek kordonu anneyle fetiis arasinda besin ve oksijen gecisinde, metabolik atiklarin
uzaklastirilmasinda etkili yasamsal bir bagdir (2). Olusumu, gelisimin 12-13. giinlerinde embriyon
disi mezodermin gelisimiyle baslar. Epiblasttan koken alan bir hiicre tabakasi farklanarak
embriyon dist mezodermi olusturur. Embriyon dist mezoderm, amniyon bosluguyla trofoblast
tabakasinin arasin1 dolduran ve embriyonu distan c¢epecevre saran gevsek bag dokusu
ozelligindedir. Zamanla bu 6zel yap1 vakuolizasyona ugrayarak embriyon disinda bosluk olusturur.
Embriyon dis1 mezodermin koryonla temas ettigi bir bolgede bosluk olusumu izlenmez ve burada
doku devamliligin1 korur. Bu yap1 bilaminar embriyon diskinin ventral (vitelliis kesesi) ve dorsal
bolgesini (amniyon bdlgesini) koryona baglar ve bu asamada bu yap1 “baglanti sap1” olarak
adlandirilir (3). Embriyonun bas-kuyruk ve yan katlanma siireglerinde karin 6n duvarinda ilkel
gobek halkasi olarak tanimlanan amniyon zariyla gevrili ektoderm kdkenli bir yapi gelisir. Burada
baglant1 sapina ek olarak vitelliis kesesi, damarlar1 ve daha dnce baglanti sapinin gelisim gosterdigi
embriyon dist mezoderm bosluklari bulunur. Bu yap1 en disaridan sarilarak ilkel gobek kordonunu
gelistirir. Embriyon dis1 dokularda, 3. haftanin basinda damar gelisimi baslar ve sonuna dogru
baglanti sapinin i¢inde damar aginin gelistigi goriiliir. Béylece 3. haftaninin sonunda baglanti sapi;

embriyon dis1 mezoderm, allantois, ilkel damarlar1 igeren bir yap1 seklinde gozlemlenir (Sekil 1A).

Embriyon gelisimi, 4. ve 5. haftalar arasinda hizlanir. Hizla biiyliyen amniyon boslugu,
baglanti sapinin ¢evresini sarar ve tiip seklinde bir yap1 olusur. Digsaridan amniyon epiteliyle
kapanmus; vitelliis kesesi, allantois ve damarlari igeren, ¢evresi gevsek ve miikoz bag dokusuyla
sarilmis bu yap1, gelisimin bu asamasindan sonra gdbek kordonu olarak adlandirilir. Tlkel gdbek
kordonu, distalde vitelliis kesesinin sap1 ve gobek damarlarini, proksimalde birka¢ bagirsak
halkasini ve allantois kalintisini igerir. Embriyon gelisiminin 6-12. haftalar1 arasindaki fizyolojik
fitiklasma siireciyle gobek kordonunun boyu uzar (Sekil 1B) ve stromasindaki embriyon dis1 doku
miktar1 artar. Fitiklasma sonunda bagirsak halkalari, embriyonun igine tekrar alinir. Bu olaydan
sonra gobek kordonundaki ¢élom boslugu, allantois kesesi, vitellin kanal ve damarlar kaybolur.
Kordonda yalnizca, gobek kordonu stromasiyla ¢evrilmis iki arter (a. umbilikalis ve bir ven (v.

umbilikalis) kalir. Gobek kordonu gelisimi 12. haftada tamamlanur.
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Sekil 1. Gobek kordonu gelisimi.

A: 19 giinliik bir embriyonun sematik goriinimii. Vitellis kesesi, koryon, embriyon dist
damarlar ve baglant1 sap1 bulunur. B: 8 haftalik bir embriyonun ultrason goriiniimii, embriyon

gobek kordonu ile koryona baghdir (3, 4).
4.2. Gobek Kordonunun Anatomisi ve Histolojisi

Miadinda gebelik! sonunda gelisen saglikli bir fetiiste (2500-4000 gr arasinda) gdbek
kordonu, ortalama 40 gr agirlikta, 50-60 c¢cm uzunlukta?, 1,5-2 ¢m capta burgulu bir tiip
yapisindadir. Plasenta diskinin tam merkezine dogru uzanir ve koryon plakasmin ortasindan
plasenta diskine baglanir (5). Tek/cok katli yassi-kiibik 6zellikteki amniyon epiteliyle gevrilidir.
Bu epitel keratinosit dzellikte olmasinin yam sira kok hiicre dzellikleri de gosterir (6). Igeriginin
bliylik cogunlugu, “miikoz bag dokusu”, “embriyonik bag dokusu” veya 6zel ismiyle adin1 17 yy.
da yasamus Ingiliz anatomist Thomas Wharton’dan alan “Wharton jolesi” olarak bilinen 6zellesmis
bir bag dokusundan olugur. Tiirler arasinda farklilik gdstermekle birlikte, insan gébek kordonunda,

vitellin arterlerden koken alan, iki umbilikal arter ve bir umbilikal ven bulunur (Sekil 2) (7).

Gelisimin erken doneminde gobek kordonunda ikiser adet arter ve ven bulunur. Umbilikal

137-41 hafta arasinda dogumla sonuglanan gebelikler term gebelik olarak adlandirilir.

2 insanlarda gobek kordonu; 32 cm’den kiigiik ise kisa, 100 cm’den biiyiik ise uzun olarak adlandirilmaktadir.



venlerden birisi, allantois ve vitelliis kesesiyle birlikte 8. haftada kaybolur. Nadir durumlarda bu

ven kaybolmaz ve kalic1 olarak gobek kordonunda varligini siirdiiriir (8).

Sekil 2. Laboratuvarimizda kiiltiirlinii gergeklestirdigimiz bir géobek kordonu

OK baslar: sirasiyla umbilikal arterler ve veni gosterir. OK: intervaskiiler stromay1 gosterir.

Gobek kordonu igerdigi hiicreler ve hiicre dist matriks (9) elemanlarinin 6zelliklerine gore
distan i¢e dogru (i) amniyon epiteli (ii) subamniyotik stroma (iii) cepler (iv) intervaskiiler stroma
(v) perivaskiiler stroma (vi) damarlar olmak tizere 6 farkli bolge igerir (10). Her ii¢ damarda da,
en igte tek katli yassi epitelden olusan endotel ve endotelin altindaki subendotel alani igeren bir
tunika intima ve kas dokusunu igine alan bir tunika medya bulunur, fakat her ti¢ damarda da tunika
adventisya bulunmaz. Ayrica insan umbilikal arterlerinde belirgin olmayan i¢ ve dis elastik
membran bulunur®. Venlerde ise i¢ elastik membran kas tabakasinin i¢ine gomiiliidiir. Arterlerde
iki sira kas tabakasi bulunur. Kas tabakalar1 subendotele komsu igte sirkiiler, dista longitudunal
yerlesir. Limenleri venlere oranla dardir, enine kesitlerde yildizs1 bir goriiniim olusturur. Venler
ise benzer endotel 6zellikleri gostermekle birlikte, kaslar igte longitudinal, dista sirkiiler uzanim
gosterir. Daha ince bir duvar yapisi ve daha genis bir liimeni bulunur. Ayrica limenleri arterlerden
daha diizensiz goriiniir (11). Gobek kordonunun plasentaya yakin ucunda umbilikal arterler
arasinda 6zel bir anastomoz bulunur. Bu anastomoz “Hyrtl anastomozu” olarak bilinir ve iki damar
arasinda ince 6zel bir baglanti olup kan basincinin dengeli dagilmasi ve olusabilecek bir baski
hasarma karsi kan akiminin devamliligini saglayabilmek igin o6zellesmistir (12). Damarlarin

cevresindeki stroma ya da diger adiyla “Wharton jolesi” adventisya tabakasi gorevi goriir (13).

3 Konuya iliskin literatiirde bu yapilarin bulunmadigini yazan yazarlar da bulunur.



Umbilikal arter ve venlerde adventisya tabakasina 6zgii olan vaza vazorum yapilar1 bulunmaz
(Tablo 1). Stroma diger tiirlerin aksine sinir dokusu ve lenf damari icermez (Sekil 3). Bu yap1
kendisine 6zgii bir ara madde ve kollajen liflerden meydana gelir. Wharton jolesinde hiicre dist
matriks gevsek olarak diizenlenir, bol miktarda kollajen lif bulunur fakat elastik lif bulunmaz.
Siklikla tip | ve tip Il kollajen bulunur; bununla birlikte tip IV ve tip V Kollajenin de varligi
gosterilmigtir. Bu yapilart fibrilin ve tip VII kollajen bir arada tutar (14). Stromadaki
glikozaminoglikanlarin %70°1 hyaluronik asit, kalan kismi ise keratan siilfat, heparan siilfat,
kondroitin siilfat, dermatan siilfat ve eser miktarda da heparinden olusur. Bunlardan hyaluronik asit
oldukea etkili su tutma 6zelligine sahiptir. Bu sayede fetiisiin hareketlerinden, kivrilma ve darbelere
kars1 damarlarin zarar gérmesini engeller. Stroma bunlarin disinda mezenkimal stroma hiicreleri

(MSH) (fibroblast benzeri hiicreler) ve araya dagilmis az miktarda mast hiicresi igerir (15-17).

H&E
Z i 1587
TR
v:’:{';f»’%.z A%M.g,,m‘} ’." ’ vf‘-}‘"
Mallory
Azan

Sekil 3. Gobek kordonundaki histolojik boyamalar.

Arter, ven ve stromanin hematoksilin-eozin ve Mallory Azan ile boyanmasi sonucunda gobek

kordonu stromasindaki kollajen lif zenginligi, damar duvarindaki kas ve kollajenlerin diizeni
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kolayca izlenir. Mavi: kollajen, pembe kollajen, kirmizi: kas dokusu. Olgiim ¢ubugu: 200

pum.

Tablo 1. Gobek kordonuna ait damarlar ile orta ¢apli arter 6zelliklerinin karsilagtirilmasi.

Ozellikler Umbilikal Arter Umbilikal Ven Orta Arter
Ortalama ¢ap 2,5 mm 7-8 mm 2 mm
Internal elastlkw Yok* Yok* Var
membran varligt
Adventisya Yok Yok Var
Vaza vazorum Yok Yok Var
Kas dizilimi Icte sirkiiler Icte longitudunal Icte sirkiiler
Dista longitudunal Dista sirkiiler Dista longitudunal
Liimen o6zellikleri Yildiz seklinde Genis ve diizensiz Yuvarlak ve iyi sinirhi
Sinirsel kontrolii Otonomik sinir sistem iz i Otonomik sinir sistem

bulunmaz

Wharton jolesindeki hiicreler, hem fibroblast hem de miyositlerin molekiiler ve morfolojik
ozelliklerini gosterir, dolayisiyla “miyofibroblast” olarak tanimlanir (18, 19). Oval veya ince uzun
cekirdeklidir. Elekton mikroskop calismalarinda bu hiicrelerin iyi gelismis graniillic endoplazma
retikulumu, Golgi kompleksi ve mitokondriyon i¢erdikleri, sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 ve
glikojen graniilleri bulundurdugu gosterilmistir. Bu hiicreler aktin ve miyozin, ayrica desmin ve
vimentin igerir (18). Sitoplazmalarinda prolil-4-hidroksilaz enzimi igerirler; bu da bu hiicrelerin
aktif kollajen ve ESM elemanlarinin sentezinden sorumlu olduklarini gosterir (20). Gobek
kordonunda merkezden ¢evreye dogru yani perivaskiiler alandan subamniyotik alana dogru gittikce
hiicrelerin hem farklanma diizeyi ve hem de sayilar azalir (21). Hiicrelerin farklanma diizeyinin
ise 3. trimesterde, 1. ve 2. trimesterlerdekilerine gore yiiksek oldugu gériilmiistiir (22). Yani
farklanma diizeyi hem yerlesim hem de donemden etkilenir. Buna goére damar g¢evresindeki
mezenkimal hiicreler daha fazla miyofibroblast 6zelligi gosterirken, perifere dogru gittikce bu
ozelligi zayiflar. MSH 6zellikleri bir sonraki boliimde detayli sekilde verilmistir. Gobek kordonu
stromasindaki hiicreler ve ara maddenin igerigine gore, en az ii¢ farkli bolge bulunur. Bu bolgeler
hiicre yogunluklari, 6zellikleri ve ara madde igerikleri agisindan farklidir. Bu alanlar distan ige
dogru, subamniyotik stroma (SAS), intervaskiiler stroma (IVS), perivaskiiler stroma (PVS) olarak
adlandirilir (Sekil 4). IVS bolgesi damarlar arasinda kalan alandir ve klasik olarak “Wharton jolesi”

olarak bilinen alana karsilik gelir. Bu bolgedeki hiicre dis1 matriks iyi organize olmustur.
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Damarlarin ¢evresindeki alan PVS olarak adlandirilir, ESM oldukg¢a dardir ve sik yerlesmis bol
hiicre bulunur. PVS’deki stroma hiicrelerinin miyofibroblastlara ozellikleri diger boliimiinde
bulunan hiicrelere gore daha belirgindir. SAS’ta ESM daha gevsektir ve daha az hiicre bulunur
(15). Gébek kordonu stromasinin tanimlanan bolgeleri arasindaki smirlar belirgin degildir? (23,

24).

Yiizey epiteli T

350 microns

Perivaskiiler stroma

w A
/ A: Arter

Subamniyotik A T Vi

stroma %

v *
. R
intervaskiiler jok: 1530 TICEE Intervaskiiler
<
stroma T - stroma

Sekil 4. Gobek kordonu stromasinin boliimleri.

Gobek kordonu stromasi enine kesitinde en az ti¢ farkli boliim igerir. Bu boliimlerden IVS klasik

olarak bilinen Wharton jolesine karsilik gelir (25).

4.3. Kok Hiicreler ve Gobek Kordonu Mezenkimal Stroma Hiicreleri

4.3.1. Kok Hiicre Kavrami ve Mezenkimal Stroma Hiicreleri (MSH)

Friedenstein ve arkadaglarinin 196011 yillarda sigan kemik iliginin stromasinda yapmis oldugu
calismalarda (26, 27) fibroblastlara benzerlik gosteren farkli bir hiicre grubunun (1/10000 oraninda
var olan) varlig1 kesfedilmistir ve bu hiicreler hematopoetik hiicrelerin hematopoetik olmayan bir alt
grubu olarak degerlendirilmistir. Bu hiicreler, kiiltire ekildiginde plastik yiizeye yapisabildikleri
goriilmistiir. Bu hiicre gruplarinin kendini ¢ogaltabilme (self-renewal) potansiyelleri in vivo ve in

vitro ortamlarda 199011 yillardaki ¢aligmalarla gosterilmis ve yaygin olarak mezenkimal kok hiicre

4 Bu konuda farkli fikirler 6ne siiriilmiistiir. Tamamima Wharton j6lesi denildigi gibi sadece damarlar arasinda kalan
alana Wharton jolesi diyen, tiim bunlardan farkli olarak sadece 1VS ye Wharton j6lesi diyen yayinlar bulunur.
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olarak isimlendirilmistir. Yapilan in vitro ¢alismalarda bu hiicre gruplarinin ¢ogaltilabildigi de
gosterilmistir (28). Farklanma ¢aligmalarinda bu hiicrelerin 6zellikle yag, kikirdak ve kemik yoniinde
farklanabildigi goriilmiistiir (29). Sonraki yillarda bu hiicrelerin kemik iligi stromasi diginda farkli
organlarin stromalarindan da elde edilebildigi gosterilmistir (30). Ayrica bu hiicreler pluripotent kok
hiicrelerin aksine heterojen bir populasyona sahiptir ve kendi i¢inde de ¢esitlilik igerir. Bu nedenle
bu hiicrelere multipotent farklanma o6zelligi gosteren stromadan elde edilebilen ve bag dokusu
hiicrelerine doniisebilen anlamimda “multipotent mezenkimal stroma hiicresi” tanimlamasi

yapilmustir (31, 32).

MSH alindig1 kaynak fark etmeksizin ortak yiizey molekiilleri barindirir (33). Hepsinde CD29,
CD44, CD73, CD90, CD105 ve HLA-ABC (pozitif belirtegler) yiizey belirtegleri ortaktir. Yine
hepsinde hematopoetik hiicrelerin yiizeylerinde ifade edilen CD11b, CD14, CD19, CD45 ve HLA
— DR (negatif belirtegler) ve endotel hiicrelerinin yiizeylerinde ifade edilen CD31 yiizey belirtegleri
ifade edilmez. MSH, kaynagina bagli olarak degiskenlik gosteren kok hiicre isaretleri de igerir. Bu
isaretler dokunun kokeni hakkinda bilgi verebilir fakat ayni reseptoriin farkli hiicrelerin yiizeyinde
ifade edilmesi belirsizlik olusturur, bu nedenle bu molekiiller hiicreleri tanimlamada kullanilmaz.
Bunun diginda bu hiicrelerin yiizeylerinde hiicrenin etkin olup olmadiklarina bagl olarak ifade edilen
belirtecler bulunur (34). Bunlar da hiicrenin iliskili oldugu siiregleri yonetmesine katki saglar.
Fenotipik ozellikler tizerinde hiicrenin pasaji, kullanilan kiiltiir ortami1 ve elde edilme yontemi
etkilidir (35). Ayrica, MSH nin ¢ogalma kapasitesi, farklanma yetkinligi, molekiiler isaretleri ve

sinyal yolaklar1 hiicrenin kokenine gore degisir.

4.3.2. MSH’nin Doku Kaynaklari

Glintimiizde, MSH yaygin olarak kemik iligi, yag dokusu ve gébek kordonu stromasindan
ayrigtirtlir. Bunun disinda farkli kaynaklardan (eklem sivisi, plasenta, dermis, gobek kordon kanu, dis
pulpast vb.) elde edilebilir (Sekil 5A) (36). Bu kaynaklarin arasinda gobek kordonu mezenkimal
stroma hiicreleri (IGK-MSH), diger yetiskin dokularda bulunan benzerlerine gore sayica az olsa da
fetal doku olmasindan dolayr oldukca etkin ¢ogalabilme potansiyeli tasir. Kemik iligi stroma
hiicreleri en yaygin kullanilan kaynaktir; ancak elde edilmesi zordur ve girisim gerektirir. Ayrica
etkinligi yasa bagh azalir (37). Yag dokunun eldesi kemik iligi kadar zor degildir fakat yine de
girisimsel islem gerektirir. Bu bakimdan gobek kordonu diger iki dokunun aksine, hem sahip oldugu

stromasiyla hem de atik materyal 6zelligi gostermesinden dolayr pratik ve kolay ulasilabilir bir
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kaynaktir. Etik sorunlar olusturmamasi, diisilk immiinojenik 6zellikler gostermesi ve kolay elde

edilebilir olmas1 kullanimi agisindan avantaj saglar (38). Ayrica tekrarlayan pasajlarda kok hiicre

Ozelliklerini bir dereceye kadar siirdiiriir (39). Tablo 2°de MSH'nin ayristirildigi dokular ve

Ozellikleri gosterilmistir. MSH'nin elde edildigi t¢ temel kaynak ve gosterdigi Ozellikler

karsilastirmali olarak Tablo 3 te verilmistir.

Tablo 2. MSH’nin ayristirildigi dokular ve islevsel 6zelliklerinin karsilastirilmasi (40).

Kisaltmalar MSHV Islevsel dzellikler
kaynagi
. ~___ Kondrositlere farklanma yetenegi daha yiiksektir.
KI-MSH ~ Kemik iligi yD-MSH'den daha yiiksek TGF-B1, PGE2 ve IL-6 ifadesi.
Cogalma oran1 Ki-MSH'den daha yiiksektir.
5 Adipositlere farklanma yetenegi daha yiiksektir.
YD-MSH Yag Immiinsiipresyon KI-MSH'den daha giigliidiir.
dokusu Immiinojenisite KI-MSH'den daha diisiiktiir ve VEGF, HGF,
Nestin ve norotrofik faktor ifadeleri daha yiiksektir.
KI-MSH ve YD-MSH ile karsilastirildiginda ¢ogalma potansiyeli
ve biiylime hiz1 daha yiiksek, in vitro gegis potansiyeli daha
fazladir ve mitogen kaynakli T hiicre yanit1 daha fazla inhibe
fnsan edilmektedir.
iGK-MSH gobek Daha genis farklanma potansiyeli.
kordonu  Daha diisiik immiinojenite.

Salgilanan grup tiimorle iliskili fibroblast fenotipini ifade etmez.
Ki-MSH ve YD-MSH'den daha giiclii anjiyogenik kapasiteye ve
YD-MSH'den daha yiiksek PGE2 ve IL-6 ifadesine sahiptir.

Tablo 3. MSHnin doku kaynaklari ve dzelliklerinin karsilagtiriimasi (41).

Ozellik Ki-MSH YD-MSH iGK-MSH
Nis Hematopoetik ~ Anjiyogenik Hematopoetik
Doku elde edilebilirligi ++ +++ +++
SCI klinik caligmalarda et oy s
kullanim
Prosediir Invaziv Minimal Invaziv degil
Invaziv
Cogalma kapasitesi + ++ 4+
Hiicre verimi + +++ ++
Otolog kullanim +++ +++ +
Allojenik kullanim +++ +++ +++
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Sekil 5. MSH kaynaklari ve klinik 6zellikleri.

A: Klinik calismalarda kullanilan MSH kaynaklarinin  dagilimi. B: MSH'nin klinik

uygulamalara yon veren 6zellikleri (42, 43).

IGK-MSH ayristirilirken iki farkli yontem kullanilir; bunlardan biri eksplant yontemi digeri
ise enzimatik yontemdir. Eksplant yontemi i¢in gobek kordonuna ait ilgili alandan alinan doku
mekanik olarak ufak pargalara ayristirilir, kiiltiir stvisi i¢inde ekim yapilir ve haftalarca hiicrelerin
cogalmasi beklenir. Bu yontem oldukga pratiktir ve enzimlerin olusturabilecegi hiicre hasarini
Onler (44). Literatirde en Onemli kisitliligr tutarli sayida hiicre elde edilme giigliigi olarak
gosterilmistir. Enzimatik sindirim ise daha zor ama daha tutarli bir hiicre elde etme yontemidir. Bu
yontemde kollajenaz ya da hyaluronidaz kullanilarak (tripsin istege bagli) hiicre elde edilir (45).
Ayrica bunlara ek olarak bu iki yontemin birlikte kullanildig1 yaklasimlar da literatiirde bulunur
(46).

4.3.3. MSH Ozellikleri ve Klinik Calismalar

MSH; yenilenme ve yiiksek diizeyde farklanma kapasiteleriyle diger hiicrelerden ayrilir.
Oldukga giiclii parakrin etkilesim gosterir (47). MSH, immiin diizenleyici, proanjiyogenik, anti-
inflamatuvar ve anti-fibrotik O6zellikler gosterir. Ayrica farklanma yetkinligi, ¢ogalma (trofik
etkinlik), gé¢ ve hedef dokuya yerlesme (homing) 6zellikleri klinik uygulamalara yon verir (Sekil
5B) (42). Diger kok hiicrelere (embriyo kok hiicresi ve uyarilmig pluripotent kok hiicreler) gore

oldukca kolay ayristirilabilir ve kiiltiire edilebilir. Ayrica immiin baskilayici 6zellikler gosterir ve
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yiizeylerinde daha az MHC-I ve 1l ifade eder, bu nedenle daha az immiinojeniktir. Bu 6zellikleri

farkli dokularla yapilan klinik ¢alismalarda fayda saglar (48).

MSH’nin klinik etkinligine yonelik bir¢ok ¢alisma bulunur (49). Bu ¢aligmalar hayvanlarda
olusturulan hastalik modelleri veya in vitro modeller {izerinde yiiriitiiliir. Bu modellerde 6ne ¢ikan
hastalik gruplar1; nérodejeneratif hastaliklar (Alzheimer, multiple skleroz, Parkinson), travmatik
beyin hastaliklari, kanser ve iskemik hastaliklardir (miyokard infarktiisii, periferik arter hastalig
ve iskemik inme). Bunlarin disinda, kemik hastaliklar1 (disk dejenerasyonu, osteoartrit ve
romatolojik hastaliklar), karaciger hastaliklari, viral enfeksiyonlar, preeklampsi ve gestasyonel
diyabet komplikasyonlar1 gibi hastaliklar {izerine de ¢aligmalar bulunur (50). Tablo 4, MSH nin
deneysel tedavilerde kullanildig: hastaliklar: gosterir.

Tablo 4. MSH nin klinikte denendigi hastaliklar.

Hastahiklar

Alzheimer hastalig1

Kemik ve kikirdak hastaliklar
Otoimmiin hastaliklar
Amyotrofik Lateral Skleroz
Diyabet

Glokom

Graft Versus Host hastaligt
Intervertebral disk hastalig
Multiple skleroz

Kalp krizi

Agri

Parkinson hastalig1

Retina hastaliklar1

Spinal kord hasari

MSH’nin klinik ¢alismalarda kullanimi bazi kisithiliklar igerir. Bunlardan birisi immiin
ozelliklerinin alic1 dokuyla uyumsuzlugudur. Bu bakimdan MSH diisiik de olsa bir immiinojenik
risk tasir. Bu hiicrelerin verilmesiyle bazi proinflamatuvar maddeler salgilanarak hedef dokuda
immiinite harekete gegirilebilir (51). Bir diger zorluk MSH 'nin heterojen 6zellik gostermesidir, bu
ozellik sadece elde edildikleri kaynaklardan degil; kiiltiir kosullar1, ayristirma teknikleri, dondurma
¢ozme yoOntemlerinden de etkilenir (52). Go¢ ve hedef bolgeye yerlesebilme kapasiteleri
tekrarlayan pasajlarda azalir. Bunun nedeni hem hiicre yiizeyindeki 6zel reseptorlerin azalmasi hem

de dokuda meydana gelen hasara bagli dokunun hiicrelerle etkilesiminin azalmasidir.
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Uygulanmasindaki baska bir risk ise hiicrelerin hedeflen bolgeye ulagmasinin kesin olarak
saglanamamasidir. Bu da yapilan uygulamanin etkinligini ongoriilemez hale getirir. Ayrica o
bolgede toplanarak vaskiiler sorunlar olusturabilir ve diisiik de olsa tiimor olusturma riski tasir (43,
53). Tim bu riskler hiicrelerin kullanimini kisitlar ve farkli tedavi yontemleri arama istegi
olusturur. Hiicrelerden salgilanan hiicre dis1 vezikiiller giiniimiizde bu arayisa yanit olabilecegi

diisiincesiyle ¢ok yonlii arastirilmaktadir.

4.4. Hiicre Dis1 Vezikiiller ve Ekzozomlar

Ekzozomlar, ilk olarak 1983 yilinda Harding ve Pan’in birbirlerinden bagimsiz olarak yapmis
olduklar1 ¢alismalarla kesfedilmistir. Bu ¢alismalarda transferrin reseptorleri, plazma
membranindan retikiilositlere plazma zar1 6zellikleri gosteren 6zel bir yapiyla tasinmustir (54, 55).
Ik olarak ince vezikiiller olarak adlandirilan bu yapilara zamanla “ekzozom” denmeye
baslanmistir. Ekzozomlar, lipid ¢ift zarla ¢evrili, 30-200 nm boyutlarda, endozom yolagindan
gelisen, igeriginde proteinler, lipidler, niikleik asitler ve kiigiik sinyal molekiilleri bulunduran,
hiicre dis1 vezikiillerin en kiigiik tipidir (56). Bu yapilar iki farkli yolla sentez edilir (57). Hiicre
icerisinde endozom olarak sentez edilip daha kii¢iik pargalara ayrilarak multivezikiiler cisimcikler
(MVC) olarak adlandirilir. Sentezlenen MVC 6zel bir protein ailesi yardimiyla plazma zariyla
kaynasir. Endozom yolaginda olusan molekiiller ya lizozom olarak hiicre i¢i sindirimde kullanilir
ya da yukarida da belirtildigi gibi hiicre disina birtakim etkiler olusturmak igin atilir (Sekil 6) (58).
Hangi yola yoneleceginin nasil belirlendigine yonelik yapilan ¢alismalarda zardaki kolesterol
diizeyinin bu siireci etkiledigi gosterilmistir. Eger kolesterol seviyesi yiiksek ise hiicreden atilma
egilimindedirler. Digar1 atilacak olan molekiillerin yiizeyinde ESCRT olarak bilinen “endozomal
sorting complex required for transport” molekiilleri yerlestirilir. Bu proteinler ekzozomlarin
tanimlanmasinda kullanilir (59). Yapilan ¢alismalarda ekzozomlarin, gogalma, biiylime ve gelisme,
anjiyogenez, immiin diizenleme, enfeksiyon, metastaz, yeniden diizenleme (remodeling) gibi

hiicresel siireglerde etkin rol oynadiklar1 gosterilmistir (60).

Ekzozomlar kiiresel ancak hazirlama sirasinda maruz kaldiklari kurutma islemleri nedeniyle
fincan sekilli veya ovoid goriinebilir (61). Yogunlugu 1,08 ile 1,22 g/mL arasinda degisir. Cevresi
iki sira fosfolipid zarla gevrilidir. Zar yapisinda kolesterol, gangliozid, fosfatidilserin, fosfogliserin
bulunur (62). Cift katli zar sayesinde, mikrocevrede olusabilecek enzimatik yikima karsi

dayaniklilhik ve molekiiler tasima sirasinda kararli bir yapiyla ekzozom igerigi dis ortam
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kosullarindan korunabilir (63). Ekzozomlar farkli viicut sivilarindan ayristirilabilir; tikirik,

balgam, gdzyasi, idrar, semen, mezotel sivilari, beyin omurilik sivisi, asit ve siit bunlara 6rnektir

(64). Ekzozomlar elde edildikleri kaynak ve kullanildiklar1 yolakla iliskili olacak sekilde farkli

ylizey proteinleri icerir (65). Bunun yaninda kaynagindan bagimsiz ortak proteinler ol

tetraspaninler (CD9, CD63, CD81), Alix, TSG, Rab-GTPaz, HSP70 ve HSP90 bulundurur (Sekil

7) (66).

Mikrovezikiil biyogenezi

Hiicre Disi Vezikiiller
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Sekil 6. Hiicre dis1 vezikiil biyosentezi ve igerigi (65).
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Sekil 7. Ekzozomlarin igerigi ve yapisi (67).
Ekzozomlarin igerikleri Tablo 5°te detayli olarak verilmistir.

Tablo 5. Hiicre dis1 vezikiil igerigi (65).

Niikleik Asitler

DNA Genomik DNA, Mutasyona Ugramis DNA, Mitokondriyal
DNA

RNA MRNA, miRNA, INcCRNA, piRNA, circRNA,

Proteinler

Tetraspaninler CD9, CD63, CD81, CD82

MV C biyogenezisi Tsgl101, Alix, Rab proteinleri

Is1 soku proteinleri

Biiyiime faktorleri ve sitokin
Hiicre yapismasi

Antijen sunumu

Sinyal proteinleri

Hiicre iskeleti bilesenleri
Transkripsiyon ve protein sentezi
Metabolik enzimler

Oliim reseptorleri

Demir tagima

Lipitler

Seramidler

Kolesterol

Lokotrien (LTA4, LTB4, LTC4)

HSP90, HSP70,

TNF-a, VEGF, EGF, TNF Reseptorleri, TGF-3

Integrinler, Hiicreler Aras1 Yapisma Molekiilii 1

MHC simnif I ve I[I/peptit kompleksleri

GTPaz HRas, Ras ile iligkili protein, Src, RhoA

Aktinler, Kofilin-1, Moesin, Miyozin, Tiibiilinler, Vimentin
Histon, Ribozomal proteinler, Ubiquitin

Yag asidi sentaz, Fosfogliserat kinaz, ATPaz, Aldehit rediiktaz
FasL, TNF ile iliskili apoptoz indiikleyen ligand

Transferrin reseptori
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Siklooksijenazlar (COX-1, COX-2),
Prostaglandinler
Fosfatidilserin

Sfingomiyelin

Ekzozomlar etkilerini ii¢ farkli yolla gosterir: hedef hiicrenin zarindaki reseptorleriyle
dogrudan temas ederek, hedef hiicrenin ¢evresindeki hiicreler arasi matriksi diizenleyerek, hedef

hiicre zariyla fiizyona ugrayip bazi biyoaktif molekiillerin sentezlenmesini saglayarak etki gosterir

(68, 69).

4.5. MSH Kokenli Ekzozomlar

MSH’den elde edilen ekzozomlar immiin diizenleyici ve yenileyici 6zelliklerinden dolay1
Klinik caligmalarda kullanilir (70). Sahip olduklari parakrin aktivite klinik etkinligini artirir.
Hiicresiz tedavilerde, ilag ve as1 liretim ¢alismalarinda kullanilir. Hastaliklarda biyobelirteg amagli
kullanildig: klinik ¢calismalar bulunur. Hiicresiz tedaviler, MSH nin dogrudan kullanilmasina gore
avantajlar saglar. Yukarida bahsedildigi gibi MSH klinik kullanimda birtakim kisithiliklar
olusturur; toksisite, kanserlesme riski, immiin red ve pulmoner embolizim bunlarin arasinda sayilir.
Ekzozomlar belirtilen yan etkiler konusunda daha giivenlidir. Ayrica kii¢iik boyutlarindan dolay1
hedef dokuya kolay ulasir. Bu nedenle bugiin hiicresiz tedavilerde ekzozomlar klinik ¢alisma

diizeyinde denenmektedir.

Ekzozomlar birbirinden farkli temellere dayanan bes farkli yontemle ayristirilir. Bu
yontemler ultrasantrifiijleme, ultrafiltrasyon, ¢oktiirme (presipitasyon), immiinafinite yakalama ve
boyut temelli kromatografidir. Her bir yontem saflik, verimlilik ve siire agisindan farklilik igerir
(Tablo 6) (71). En sik kullanilan ve altin standart olarak bilinen yontem ultrasantrifiijleme
yontemidir. Ekzozom ayristirma islemlerinin %80 inde kullanilir (72). Bu yontemde 6rneklerin
yogunluklar1 temel alinarak ayristirma yapilir. Alinan 6rneklerdeki hiicresel kirinti, proteinler ve
biiyiik vezikiillerin ayristirilmasi i¢in her turda hiz1 artarak tekrarlayan ¢evirmeler gerekir. Yiiksek
yogunlukta molekiiller dibe ¢oker (73). Ekzozom c¢oktiirmesi islemleri 100.000g-150.000g
arasinda gerceklestirilir. Hiz ne kadar yiikselirse ekzozom ayristirma siirecinde verimlilik artar.
Literatiirde ortalama 3,5-4 saatlik bir siire igerisinde ekzozomlarin ayristirildigi bildirilir (74).
Diger yontemlere gore oldukg¢a ucuz bir ydntemdir. lyi test edilmis bir yontem olup ortalamanin

tizerinde yogunluk ve saflikta ekzozom ayristirmay1 saglar (75). Bu yontem birtakim kisitliliklar
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da icerir. (76). Islem siireci uzundur. Ayrica fazla sarf malzeme gerekir. Dért saat iizerindeki
islemler ve 120.000g iizeri hiz ekzozomlara fiziksel zarar verir. Cevirmeler arasinda uygulayicinin
miidahaleleri (ekzozomlar1 toplama ve tasima gibi) gerekir. Kiiltiir sipernatanin ayristiritlmasi
sirasinda, ekzozom kaybi olabilir. Ayristirma i¢in yiiksek hacim gerekir bu da yogun hiicre kiiltiirii

islemlerini gerektirir (77).

Tablo 6. Ekzozom ayristirma yontemleri (78).

Ayristirma Zaman Ornek Hacim L
yéntemi [dK] tiirleri [mL] Ustiinliikleri Zayifhiklan
-Klinik tedavi -Pahali malzemeler
. uygulamalar1 ve -Karmasik prosediir
e Hicrg proteomik -Tekrarlanan
Ultrasantrifiij 140-600 kiilttirti <25 . A )
sradcar caligmalar igin iyi adimlar izole
p saflik vezikiillere zarar
-iyi diizey saflik verir
-Diisiik saflik
. -Yiiksek verim -Filtre tikaniklig1
e -Genis 6rnek hacmi  nedeniyle verimin
Ultrafiltrasyon 130 kiilttirti <15 g
. araligi azalmasi
s1vis1, idrar . .. ..
-Basit prosediir -Plazma i¢in uygun
degil
30120 Hiicre (6;):;;1‘ ;ffif;er
Coktiirme veya kiltiiri <10 -Yitksek verim kirliligi)
gece SIVISI, -Basit prosediir .
-Plazma i¢in uygun
boyu serum z.
degil
. . . -Diisiik verim
C Hiicre -Proteomik analizler ot :
Immiinafinite 1re L -Diisiik 6rnek hacmi
240 kultira 0,5-3 icin yiiksek saflik
yakalama . - -Pahali
S1V1S1 -Yiiksek secicilik .
-Ek eliisyon adim
-Coktiirmeden daha -Protein
yiiksek saflik kontaminasyonu
Hiicre -Diislik hacim -Diigiik verim
Boyut diglama et gerekli -Pahali malzemeler
.. 15 kaltira 0,5-15 o -
kromatografisi -Cesitli numune -Karmasik prosediir
medyumu AR .
tipleri igin uygun -Viskoz numuneler
-Vezikiil icin seyreltme

biitlinliglinii korur

gereklidir

Ekzozomlar kaynagina, igerigine, islevine bagli heterojenite gosterir (79). Bu da
ekzozomlarin tutarli ve kararh bir sekilde ayristirilmasini zorlastirir. Bu noktada ekzozomlarin
ayristirtlmasi icin farkli yontemler gelistirilmistir. Her birinin kendine gore faydali ve kisith yonleri
bulunur. Bu yontemlerde ekzozomlarin biyiikliigii, yogunlugu ve yiizey igerigi dikkate alinir (80).

En sik kullanilan ve ekzozomlarin yogunluguna dayali ayristirma yontemi olan ultrasantrifiijden
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yukarida bahsettik. Bunun diginda boyut temelli ayristirma yontemi olarak ultrafiltrasyon ve boyut
temelli kromotografi yer alir. Bu yontemlerde kullanilan porlardaki bosluklardan biiyiik
molekiillerin gegisi engellenir ve kii¢iik boyuttakiler kolaylikla gegebilir. Bu yontemler oldukca
pratiktir ve ayn1 boyuttaki molekiilleri rahatlikla ayirt edebilir (78). Bu noktada en 6nemli kisitlilik
belli biiyiikliiklerdeki molekiillerin ekzozomlara karigsmasi riskidir ki bu da ekzozom safliginda bir
diisiise neden olur (71, 81). Yiizey proteinlerine 6zel antikor afiniteleri temel alinarak yapilan
ayristirma yontemlerinde ise polimer ¢oktirme ve immiinafinite kromotografi yer alir. Bu
yontemde diisiik miktarlarla ¢alisabilme avantaji bulunur. Buna ek olarak yiizey proteinleri
kullanildig1 igin duyarlilik ve hassasiyet yiiksektir fakat yiiksek miktarlarda ayristirma ve saklama
icin uygun degildir. Ayrica benzer protein gruplari da karigsabilmektedir (82, 83). Bunlarin disinda
farkl1 yontemlerle gelistirilen ticari kitlerle ayristirma yapilmaktadir. Bu kitler oldukca pratik,
zaman kazandirici ve hizhidir, fakat saf ekzozom ayristirma ve ayristirilan ekzozomlarin verimi

konusunda bagarili degildir. Her biri olduk¢a pahalidir ve elde etmesi zordur (75).

4.6. Anjiyogenez

4.6.1. Embriyon Kan Damarlarinin Gelisimi

Anjiyogenez tanim olarak var olan damarlardan yeni damarin gelisimidir (84). Tarihte
anjiyogenez kavramini ilk kullanan kisi 1794 yilinda Iskog cerrah John Hunter dir (85). Organlarin,
hastalik ve saglik durumlarinda damarlanmasi1 metabolik ihtiyaclarla orantili olarak degismekte,
kanlanma da bu kapsama girer, demektedir. Modern anlamda ise anjiyogenezden ilk s6z eden
timor biiylimesi ve anjiyogenez iliskili caligmalariyla Judah Folkman olmustur (86). Bu tarihten

sonra anjiyogeneze yonelik sayisiz calisma yapilmistir.

Embriyolojik siirecte ilk damar gelisimi gebeligin 3. haftasinin ortalarinda (18. giin) baslar.
Vitelliis kesesi duvarinda ve embriyon dis1 dokulardaki mezenkimal stroma hiicreleri endodermin
etkisiyle farklanmaya baglar. Embriyon dis1t mezoderm iginde farklanan hiicreler “kan adaciklarimni”
olusturur (Sekil 8). Ilk olarak damar énciisii hiicrelerden anjiyoblastlar gelisir. Bu hiicreler organize
olarak primer kapiller ag1 olusturur. Bu siire¢ vaskiilogenez olarak adlandirilir. Embriyonda ilk
damar olusumudur. Vaskiilogenezde etkili olan temel farklanma molekiilii hiicre yiizeylerinde
bulunan vaskiiler endotel biiylime faktorii reseptori 2 dir (VEGFR-2). Gebeligin erken doneminde

(9-11. giinler) ekstravilloz trofoblastlarin desiduaya tutunabilmesi i¢cin VEGFR-2 gereklidir.
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Sinsityotrofoblastlar, anneyle embriyo arasindaki ilk kan akimini olusturmak ig¢in annenin
endometriyum dokusundaki spiral arterleri invaze eder ve ilk uteroplasental dolagimi saglar. Bu
siiregte spiral arterler genisler ve kan basinglari ortalama bir artere gore diisiik seyreder.
Sinsityotrofoblastlar plasentanin gelismini hizlandirabilmek igin maternal alandan gelen kana tikag
uygulayarak gelen kandaki besin ve oksijen oranini diisiiriir, bu sayede hipoksik ortam olusur ve
VEGF miktar1 artar. VEGF miktar1 gebelikte trofoblastlarca diizenlenerek embriyonun desiduaya
tutunmasinda etki gosterir, bu siire¢ uygun damar ve plasenta gelisimi igin gerekli ve embriyonun
yasamsal devamliliginda etkilidir (87). Plasenta anjiyogenezinin gergeklesmesinde etkinin
olusmasi i¢in bazi molekiiller aracilik eder. Ekzozomlar araciligiyla aktarilan miRNAlarla

VEGFR-2 seviyeleri ve plasenta anjiyogenezi diizenlenir (78).

Vitelliis kesesi
ve
kan damarlarn

Amniyon

Amniyon
Embriyon
diski

ilkel kan

Gelisen damarlan

kan damarlari

Koryon Kan adaciklari

kesesi duvari

C D
Vitellis kesesi ; ilkel kan o
Kan adaciklar Ilkel kan Vitelliis
L damari limeni damarlart o

endodermi

Endodermden koken alan Kan damarlarinin
ilkel kan hiicreleri Hemanjiyoblastlar birlesmesi

Sekil 8. Anjiyogenez siireci (88).

A: 18 giinliik bir embriyonda gelisen vitellis kesesi ve koryon kesesinin bir par¢asinda kan
damarlarinin gelisimi. B: Embriyonun dorsalden goriiniimii, kalp taslagi ve kan adalarinin gelisimi.
C: Kan adalarinin vitelliis kesesi duvarinda farklanmasi. D: Kan adalarinin ileri farklanmasi, liimen
olusumu ve ilkel kan damarlarmin gelisimi. E: Endotermden kan hiicreleri ve ilkel kan damarlarin

olusturan hemanjiyoblastlarin gelisimi. F: Olusan kan damarlariin birlesmesi.
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4.6.2. Anjiyogenezin Gelisim Basamaklar:

Fetiise ait dolagim olusurken, dolagim sistemini olusturan biyolojik siire¢ olan anjiyogenez,
hiicrelerden ve ESM"den salgilanan biiylime faktorleri ve enzimlerin etkisiyle gergeklesir. Farkli

basamaklardan meydana gelir. Bu basamaklar sirasiyla;

I.  Endotel gegirgenliginde artis,
Il.  Perisitlerin damar duvarindan ayrilmast,
[1l.  Bazal membranin yikimi,
IV.  Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi,
V.  Endotel hiicrelerinin gég¢ii,
VI.  Endotel hiicrelerinin ¢ogalma ve gociiniin inhibisyonu,
VIlI.  Damar duvarinin olgunlasmasi (kiicik damarlarin ¢evresinde perisitler, biiyiik
damarlarin ¢evresinde ise diiz kas hiicreleri),

VIIl.  Bazal membran biitiinliigliniin yeniden saglanmasidir.

Her basamak birtakim biiylime faktorlerinin etkisiyle ger¢eklesir. Bu molekiiller arasinda en
onemlileri; VEGF-A, FGF-2, PDGF, TGF-B ve MMP lerdir. [k olarak kan damarlarinin olusacagi
bolgelerde bulunan mezenkim hiicreleri farklanma uyarisiyla anjiyoblastlara doniisiir ve
yiizeylerinde VEGFR-2 iiretir. Mezenkimden salgilanan VEGF-A uyarisiyla hiicreler farklanir ve
hiicreler arasi bosluklar gelisir. Kan adalarmin arasindaki hiicreler arasi bosluklarin bir araya
gelmesiyle kiigiik limenler gelisir. Gelisen boslugun kenarindaki hiicreler yassilasarak endotel
hiicrelerine doniiglir. Mezenkimden salinan FGF-2 ve VEGF-A'nin etkisiyle endotel hiicreleri
cogalir. Endotel hiicrelerinin arasindaki bosluklar birleserek endotel kanallarinin gelisimini saglar.
Bu anastomozlagmada vaskiiler endotel biiyiime faktorii reseptorii 1 (VEGFR-1) (Flt-1) molekiili
etkilidir. Bu siire¢ vaskiilogenez olarak bilinir. VEGF-A molekiilii endotel hiicrelerini gé¢ yoniinde
uyarir. Hiicrelerin yiizeyindeki Notch sinyali, gelen uyarilara yanit olarak endotel hiicrelerinde
tomurcuklanma gelisimini saglar. Endotel hiicreleri aldiklar1 uyarilara ikincil olarak “u¢” ve “sap”
hiicreleri olarak farklanir. Ug hiicreleri boliinme 6zelliklerinden daha ¢ok filopodlar uzatma
Ozelligine sahiptir, bu hiicreler yiizeylerinde diisiik diizeyde Notch sinyalleri igerir. Devam eden
stirecte hiicrelerde anjiyopoetin ve ylizeylerindeki Tie-2 molekiiliiniin etkisiyle var olan
damarlardan hiicreler tomurcuklanir. VEGFR-2 etkisiyle endotel hiicreleri farklanarak tiip olusumu

yoniinde uyarilir. Var olan damarlarin komsu mezenkime dogru tomurcuklanmasi ve orada gelisen
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tomurcuklarla fiizyonu sonucunda yeni kanallarm gelisimi ise anjiyogenez olarak tanimlanir. Ote
yandan sap hiicreleri boliinme yeteneklerine sahip olup uzayarak tiip olusumunu saglar. Endotel
hiicreleri salgiladiklar1 PDGF ile mezenkimin damar endoteline dogru goéciinde etkili olur.
Salgiladiklar1 TGF-p gibi sinyallerle de, mezenkimal hiicreleri kas ve perisit hiicrelerine farklanma
yoniinde uyarirlar (89). Bu sirada ESM, endotel hiicreleriyle integrin reseptorleri tizerinden
etkilesim kurarak ve endotel hiicrelerine ¢ogalma sirasinda tutunma icin yiizey olusturarak ve
rehber etkisi yaratarak damar gelisimine katki saglar. Endotel hiicrelerinin ESM {izerinden
ilerlemesi i¢in matriks metalloproteinazlar kullanilir (90). G6¢ii tamamlanan endotel hiicrelerinin
¢ogalmasi anjiyogenez inhibitorleri tarafindan durdurulur. Sonraki asamada mevcut damarlar
olgunlagir ve sabit ii¢ boyutlu bir yapiya doniisiir. Bu yapi i¢in damar ¢evresindeki kas ve perisit
hiicrelerinin uyarilmasi gereklidir. Bu uyari ise endotelden salinan PDGF ve TGF-§ etkisiyle
gelisir. PDGF uyarisiyla kas hiicreleri go¢ yoniinde uyarilir. Es zamanli TGF-f uyarisiyla ESM
elemanlar iretilir. Boylece tiim katmanlar1 gelismis olgun bir damar gelisimi gerceklesmis olur

(Sekil 9).

zal membranin parcalanmasi

\
ﬁ 0 OBuyume faktorleri

Gegirgenlik artis: B

Yeni olusan damarlar r * -

i / c
K ‘ S——

Morfogenez E ﬂ >

Sekil 9. Anjiyogenez basamaklari.

A Var olan sabit damar yapisi. B: Damar gecirgenliginde artigla damar disina birtakim biiyiime

faktorleri ¢ikar. C: Olusan uyarict etkiyle bazal membran parcalanir ve hiicrelerin hareketi
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kolaylastirilir. D: Uyarilan hiicreler farklanarak ¢ogalir ve hedef bolgeye dogru hareket eder.

E: Hiicreler yeni damari olusturacak sekilde farklanir ve yeniden yapilandirilir (91).

4.6.3. Bazal Membran ve Anjiyogenez

Bazal membran (BM), endotel hiicrelerinin {izerinde oturdugu, endotel hiicreleriyle altindaki
bag dokunun iletisimini saglayan yapidir. Bu yap1; laminin, tip IV kollajen, heparan siilfat, nidojen,
entaktin ve perlekan igerir (92). Bu molekiiller birbirleriyle iletisim kurarak {i¢ boyutlu bir yap1
olusturur. Temelini laminin ve tip 1V kollajen meydana getirir. Diger proteinler bu iki temel
bilesenin olusturdugu ii¢ boyutlu iskelete tutunarak karmasik bir ag olusturur (93). Bu sayede
endotel hiicreleriyle altindaki bag doku elemanlar1 birbirine yapisir (Sekil 10). Endotel
hiicresindeki degisiklikler BM sayesinde bag dokuya iletilir. BM molekiillerin dagilimini
engellemeyecek sekilde yapilar aras1 bosluklar igerir. Bu sayede salgilanan maddeler parakrin ve
endokrin yoldan endotel ve diger hiicreleri etkileyebilir. Ayrica BM 6nemli bir bariyer gorevi
goriir. Hiicrelerin belli dizilimi koruyacak sekilde durmasini saglar ve hiicre gogii sirasinda
hiicrelere rehberlik ederek ii¢ boyutlu yapinin yeniden olusumuna katki saglar. Anjiyogenezde
endotel hiicrelerinin go¢ii oncesinde BM nin yikilmasi gerekir. Biitiinliigiin bozulmasi da endotel
hiicrelerini gb¢ yoniinde uyarir. Bu basamak karmasiktir, temelde matriks metalloproteinazlarin
etkisiyle gergeklesir. Enzim etkisiyle BM biitiinliigii bozularak endotel hiicrelerine hareket imkani
saglayacak reseptor bolgelerinin agilmasi saglanmig olur. Bugiine kadar yapilan arastirmalarda 20
farkli matriks metalloproteinaz 6zelligi gosteren enzim tanimlanmistir. Bu enzimler insanda farkli
biyolojik stireglerde etkilidir. Bunlar arasinda doku tamiri ve yenilenmesi, hiicre farklanmasi, doku
ve organlarin gelisimi, hiicre hareketleri, anjiyogenez, hiicre ¢cogalmasi ve gogli, yara iyilesmesi ve
apoptoz gosterilebilir. Her bir siiregte etkili olan enzimler farklidir. Bunlardan MMP-2, 5 ve 9

anjiyogenezde etkilidir (94).
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Entaktin
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Laminin
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Hiicre zar ‘

Sekil 10. Bazal membranin yapisi.

Bazal membran integrin proteini ile hiicre zarina baglanti yapar. Bazal membranin ana

yapisini laminin ve tip IV kollajen olusturur. Sekilde laminin, tip IV Kkollajen ve integrin

baglantisini goriiyoruz (95).
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4.6.4. Anjiyogenezde Etkili Faktorler

Pek cok faktor anjiyogenez iizerinde etkilidir. Anjiyogenez yoniinde uyarilara ve uyaran
molekiillere genel olarak “proanjiyogenik uyar1” veya “molekiil”, aksi yonde etki gosterenlere ise
“antianjiyogenik uyar1” veya “molekiil” denilir. Bu molekiiller biiylime faktorleri, ESM bilesenleri
ve enzimler olarak simiflandirilir. Enzimler ve ESM 6nceki boliimlerde kisaca verildi. Biiytiime
faktorleri arasinda en iyi bilineni Vaskiiler Endotel Biiyiime Faktorii (VEGF) molekiiltidiir.
Napeleon Ferrara ve arkadaslar tarafindan 1989 yilinda kesfedilmistir (96). VEGF protein ailesi,
insanlarda, hepsi birbirinin izoformu olan VEGF-A (veya VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D
ve plasental biiyiime faktorii (PIGF) olarak adlandirilan bes ayri gen iiriiniinden olusur. Ailenin
tim proteinleri dimerik yapiya sahiptir. Dimerler birbirlerine sisteinlerle baglidir. Molekiillerin
arasinda en sik bulunan izoform VEGF-A molekiiliidiir. Ortalama molekiil agirligi 36-40 kDa
arasinda degisir. Bunun disinda VEGF-A farkli alt tipleri de igerir. Bunlar arasinda anjiyogenezle
en iligkili olan VEGFes "tir. Baslangicta endotel hiicrelerine 6zel bir mitojen olarak tanimlanmustir.
Sonraki ¢alismalarda farkli hiicrelerden de iretildigi anlasilmistir. Makrofajlar, trombosit,
keratinositler ve bobrek mezangiyal hiicreleri bu molekiilii tireten hiicreler arasinda gosterilebilir
97).

VEGF etkisini iki farkli reseptor tizerinden gosterir. Bu iki reseptor anjiyogenezde etkilidir:
VEGFR-1 (Flt-1), VEGFR-2 (farede Flk-1, insanda KDR). Tiim reseptorler, hiicre i¢i tirozin kinaz
aktivitesi gosterir. Reseptorleri olusturan pargalar dimerize olur ve reseptdrlerin tirozin
bolgelerinde gergeklesen fosforilasyonla aktive olan ortak sinyal yollarinda asagi akis
sinyalizasyonuyla etki eder. VEGFR-1 ve 2 molekiilleri VEGF ye baglanma istegi agisindan
farklilik gosterir. Iki molekiiliin VEGF "ye baglanma istekleri karsilastirildiginda VEGFR-1"in 2"ye
gore 10 kat daha yiiksek baglanma istegi vardir. Ote yandan temel reseptdr olan VEGFR-2 ise
baglandiktan sonraki etkililik agisindan VEGFR-1"den belirgin olarak giiglidiir (98). Bu nedenle
antianjiyogenik yaklagimlarda asil hedef alinan molekiildiir. VEGFR-2, 4. kromozomda yerlesiktir
ve yapisinda 1356 aminoasit bulunur. Ortalama molekiil agirligi 230 kDa"dir. Glikozile ve non-
glikozile formlar1 bulunur. Hiicre zarinda yerlesmistir. Hiicre i¢inde islevine gore degisen farkl
yolaklardaki proteinlerin aktiflesmesini saglar. Boylece fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde rol
alir. Genellikle endotel hiicreleri (vaskiiler ve lenfatik) {izerinde ve embriyonik 6ncii hiicrelerde

ifade edilir ve endotel hiicreleri iizerinde mitojenik ve anti-apoptotik aktiviteye sahiptir. Ayrica
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sadece endotel hiicreleri iizerinde degil endotel olmayan hiicrelerde de sentez edilir (99). Ozellikle

gebeligin erken donemlerinde hemanjiyoblastlarda sentezlenerek vaskiilogenezi saglar.

VEGF'nin aktivitesi sadece vaskiiler sistemle sinirli degildir; VEGF kemik olusumu,
hematopoez, yara iyilesmesi, gelisme gibi fizyolojik siireclerde de rol oynar. VEGFR-2 6zellikle
kanser hastaliklarinda uyarilmis endotel hiicreleri tizerinde artis gosterir (100). Bu kanser tiirleri
arasinda karaciger ve bobrek kanserleri 6nde gelir. Renal iskemik hastaliklarda iskemi alanindaki
damar yiizeyleri tizerinde artig gosterir (101). Preeklampsiye yonelik ¢aligmalarda gébek kordonu
tizerindeki kaslarda ve endotel {izerinde azaldigi gosterilmistir (102). Ek olarak diyabetik
retinopati ve prematiire retinopatisi gibi klinik durumlarda da patolojik VEGFR-2 artislari izlenir.
Klinik c¢aligmalarda VEGFR-2'nin baskilanmasina yonelik ilag gruplari ve bazi molekiiller

denenmektedir (103).

4.7. In Vitro Anjiyogenez Modelleri

Anjiyogenez ¢ok basamakli bir siirectir. Bu basamaklarin anlagilmasi ve basamaklari
etkileyen vyapilarin, ortamlarin ve molekiillerin test edilmesi siireci aydmlatmak agisindan
onemlidir. Bu nedenle birtakim testler tasarlanmistir. Bu testleri in vivo ve in vitro testler ikiye
ayirabiliriz (104). In vivo testler isminden de anlagilacag: gibi canli organizma kullanilarak yapilan
deney tasarimlaridir ve siklikla da hayvan modelleri {izerinde gergeklestirilir. Buna karsin, in vitro
modeller gesitlilik agisindan daha ¢oktur ancak canli ortam igermez. in vitro deneyler, anjiyogenezi
ve anti-anjiyogenik ajanlarin etkilerini arastirmak ve degerlendirmek i¢in degerli araglardir (105).
Bu nedenle siirece yonelik patofizyolojik ¢aligmalarda kontrol edilebilirligi, tekrar edilebilirligi ve

ozgiilliik acisindan in vivo deneylere gore daha sik tercih edilir.

In vitro deneyler yukarida deginildigi gibi, ele aldig1 ve degerlendirdigi farkli basamaklara
gore simiflandirilir. Bunlar gogalma, gog ve farklanmayir modelleyen deneyler olarak ti¢ ana sinifta
degerlendirilir Endotel gog, ¢ogalmasi, filizlenme, dallanma, farklanma ve limen olusumu gibi
anjiyogenez mekanizmalarina katkida bulunan siireglerin yani sira, eslik eden karmasik hiicre hiicre
ve hiicre-ESM etkilesimlerinin test edildigi yaklasimlardir (106). Cogalmaya yonelik testlerde
hiicrelerin sayilar1 ve ¢ogalma zamanlari test edilir. Hiicrelerde deney sirasinda olusan sayisal fark
belirlenir; ayrica, etki eden maddenin de hiicrelerin sayisi lizerindeki etkisi test edilebilir. Bunun
yaninda ilkine gore net sayisal bilgi vermese de hiicre canliligi ve metabolizmasi iizerinden de
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hiicrelerin sayisal artislar1 konusunda bilgi edinilebilir. Bu testler CCK-8 veya MTT gibi kalitatif
kolorimetrik degerlendirme testleri ve BrdU gibi niikleotid temelli testlerdir (107).

Bir diger deney siifi ise go¢ (migrasyon) becerisinin test edildigi deneylerdir. Bu testlerde
hiicrelerin ¢ogalmalarindan ¢ok hareket becerileri 6lgiilir. Bu testlerde yine sayisal bilgi
edinilebilir. En iyi bilenen go¢ testleri Boyden kabin deneyi (6zel bir transwell deneyi) ve ¢izik
deneyidir. Cizik deneyinde hiicresel ¢ogalma durdurularak hiicrelerin hareket becerisi tek tabaka
kiiltiirde 6l¢iiliir. Buna karsin Boyden kabin deneyinde hiicrelerin gé¢ ve tutunma becerileri (ESM
elemanlarina) 6lgiilebilir. Bu iki deney anjiyogeneze yonelik onemli bilgi vermesinin yaninda ucuz

ve kolay uygulanabilir olmalar1 nedeniyle tercih edilir (108).

Ugiincii sinif ise hiicre farklanmasi temelli deneylerdir. Bu deneyler arasinda en iyi bilinenleri
Matrigel’de tiip olusum deneyi, aortik halka deneyi, endotel-fibroblast eskiiltiirleridir (106).
Anjiyogenezde Matrigel modeli, en iyi bilinen ve en basit iki boyutlu in vitro modeldir. Hiicrelerin,
icerdigi biiylime faktorleri (IGF-1, TGF-b, EGF, PDGF, bFGF, NGF, VEGF ve digerleri) ve hiicre
dig1 matriks proteinleri (~%60 laminin, ~%30 kollajen IV ve ~%8 entaktin ve perlekan) ile
etkilesimi yoluyla tiibiiler bir ag olusturma yeteneklerini test etmek tizerine tasarlanmigtir (109).
Matrigel®, hiicre dis1 matriks proteinleri agisindan zengin bir tiimér olan EngelbrethHolm-Swarm
(EHS) fare sarkomundan elde edilen ¢o6ziindiiriilmiis bir bazal membran iiriiniidiir. Baslica bileseni
laminindir. Diger bilesenler arasinda kollajen IV, heparan siilfat, proteoglikanlar ve entaktine ek
olarak, biiylime faktorlerini ve hiicre dis1 matriksi bozan proteinler ve bunlarin inhibitorleri gibi
diger islevsel proteinleri igerir. Endotel hiicrelerinin Matrigel {izerine kaplanmasi, inkiibasyondan
sonraki 18 saat i¢inde tiip benzeri yapilardan olusan bir ag olusumunu saglar (110). Tiip olusum
deneylerinde dallanma noktalarini, tiibiil alanini, tiibiil sayilarini, ortalama tiibiil uzunlugunu veya
bu oOlgiimlerin ¢esitli birlesimini saymak gibi anjiyogenezi degerlendirmek i¢in ¢esitli 6l¢iim
parametreleri kullanilir (111). Bu deneyde endotel hiicreleri sartlandirilarak, Matrigelin tizerine
ekilir. Temas sonrasi yapigma saglanir ve damarlarin temelleri olan tiiplerin gelisimi izlenir. Deney
ortalama 18-20 saat siirer ve uygulama agisindan pratiktir. Deney sonunda endotele ait tiip yapilar
analiz edilerek endotelin farklanma diizeyi hakkinda sayisal veri elde edilir (112). Bunlarin yaninda
bugiin bu deney tasarimlarinin 3 boyutlu formlar1 da kullanilir (113). Sekil 11°de anjiyogenez

basamaklar1 ve siandiklari in vitro anjiyogenez deneyleri verilmistir.
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Sekil 11. Anjiyogenez basamaklari ve sinandiklari in vitro anjiyogenez deneyleri (114).

Endotel hiicreleri in vitro anjiyogenez deneylerinde kullanilan primer hiicre gruplaridir. Bu hiicreler
farkli hayvan tiirlerinden ayrica aymi tiirtin farkli bolgelerinden ayristirilabilir. Tiir olarak sigir, domuz,
kopek ve insan tercih edilir (106). Siklikla primer hiicre kiiltiirii yapmak amagli ayristirilan hiicreler son
donemde genellikle kiiltiir sartlarina olan duyarliliklar1 nedeniyle yerini hiicre hatlarina, yani ayni hiicrenin
sonsuz ¢ogalabilen klonlarina birakmistir. Bu sayede hiicrenin kiiltiir 6zelliklerinden kaynakli problemler
diglanabilir (105). Deneylerde farkli endotel hiicreleri tercih edilir. Bunlar genel olarak mikrovaskiiler ve
makrovaskiiler endotel hiicreleri olarak siniflandirilabilir. Mikrovaskiiler endotel hiicreleri sirasiyla deriden
(HDMEC), beyinden (HBMEC), kalpten (HCMEC) ayristirilir. Makrovaskiiler endotel hiicresi olarak ise
aortadan (HAEC) ve gobek kordonundan (HUVEC) elde edilen hiicreler tercih edilir. Anjiyogenezin dogasi
geregi mikrovaskiiler hiicreler anjiyogenez ¢alismalarinda in vivo kosullarda daha ¢ok tercih edilir. Fakat
bu noktada HUVEC makrovaskiiler endotel olmasina ragmen kolay elde edilebilmesi ve ayn1 zamanda
mikrovaskiiler endotel hiicresi oOzellikleri de gostermesinden dolay1r anjiyogenez ¢aligmalarinda

mikrovaskiiler hiicreler yerine siklikla tercih edilir (115).
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4.8. Preeklampsi

4.8.1. Tamim ve Yayginhgi

International Society for the Study Hypertension in Pregnancy (ISSHP) 'nin 2021 kilavuzuna
gore preeklampsi, gebeligin 20. haftasindan sonra proteiniirinin eslik ettigi (>+2 dipstick
yontemiyle, >0,3 g/giin 24 saatlik idrarda protein dl¢iim yontemiyle) veya etmedigi, hipertansiyon
(>140 mmHg sistolik, >90 mmHg diastolik) ile seyreden klinik bir durumdur (116). Pek ¢ok sistem
tizerinde etkilidir (117, 118). Anne ve fetiis lizerinde 6limciil antenatal ve postnatal sonuglar
olusturur. Dogum sonrasi fetiis ve anne iizerinde kalp damar hastaliklar1 agisindan risk gelisir.
Yayginhigi %2-8 arasinda degisir (119-121). Ozellikle gebelik takibinin iyi yapilamadig
sosyoekonomik diizeyi diisiik tilkelerde yayginligt %10 a kadar ¢ikar. Uluslararasi yayginligi son
kaynaklara gore %4,6 dir (122). Her yil preeklampsiden ortalama 46.000 anne &liimii, 500.000

perinatal 6lim gergeklesir (123). Gebelige bagli 6liimlerin arasinda tigiincii sirada yer alir (118).

4.8.2. Preeklampsi Patofizyolojisi

Preeklampsi gelisiminde, anormal plasenta olusumu, anormal spiral arter yeniden
sekillenmesi, plasenta yetersizligi, endotel islev bozuklugu, immiin dengenin bozulmasi yer alir
(87). Gebeligin ilk yarisinda spiral arterler fetiis kaynakli iki farkli trofoblast tarafindan kusatilir
ve bu durum spiral arterlerde gebelikle iliskili kan akim1 olan “uteroplasental dolasim” gelisiminde
etkin rol oynar. Bu trofoblastlar endovaskiiler ve intertisyel trofoblastlardir. Ilk grup trofoblast
spiral arter boslugunun icini kaplarken, ikinci grup bunun gevresini sarar. Ikinci grubun temel
amact endovaskiiler trofoblastlarin invazyonu sirasinda gereken desidua yatagimin olusturulmasi
icin myometriyumun invazyonudur. Spiral arterler bu siire¢ sonunda tonus kaybeder ve daha
yiiksek akim olustaracak sekilde genisler. Preeklampside bu yeniden sekillenme siireci
gerceklesemez ya da yeterli diizeyde gergeklesmez. Bunun sonucu olarak gerekli kan akimi
saglanamaz ve hipoksi meydana gelir. Bu da plasentada iskemi yaratir. Olusan hipoksiye ikincil
olarak anjiyogenik denge bozulur. Olusan antianjiyogenik molekiiller sFlt-1 (¢6ziinebilir vaskiiler
endotel biliyiime faktorii reseptorii)ve ¢oziinebilir endoglin (SENG) trofoblastlar tarafindan kan
dolasimina verilir. Bu molekiiller var olan VEGF-A, PIGF, TGF1 gibi proanjiyogenik faktorlere
baglanarak bunlarin etkisini baskilar (118). Bu durum maternal endotelde islev bozukluguna neden

olur. Es zamanli endometriyumdaki immiin dengenin de bozulmasi siirecin gelisiminde etkilidir.
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Gelisen hipoksi plasentada stres yaratir ve serbest oksijen radikali olusumuna neden olarak

patogeneze katkida bulunur (124). Sekil 12"de preeklampsi patogenezi 6zetlenmistir.

Maternal immiin yanit

v v

EVT invazyonunda Inflamasyonda artig
azalma

Evre 1 Spiral arterlerin yeniden diizenlenmesinde yetersizlik

Zayif plasenta geligimi

Uteroplasental dolagim yetersizigi

l

Antianjiyogenik ve proinflamatuvar
sitokinlerin salinim1 (plasenta kaynakli)

Evre 2 Molekiillerin sistemik
dolasimda artig1

Endotel disfonksiyonu ——» Coklu organ yetmezligi

v

Preeklampsi

Sekil 12. Preeklampsi patofizyolojisi.

Preeklampsi patogenezinde iki asamali teori kabul goriir. Birinci asamada, ekstravilloz
trofoblastlarin (74) invazyonunda yetersizlik ve zigota yonelik bozulmus immiin tolerans
gelisimi izlenir. Bu da plasenta gelisiminde ve plasenta dolasiminda yetersizlikle sonuglanir.
Ikinci asamada, yetersiz dolasima ikincil anormal gelisen plasentadan antianjiyogenik ve
proinflamatuvar sitokinler iiretilerek kana verilir ve endotel disfonksiyonu gelisir. Endotel
disfonksiyonu ¢oklu organ yetmezligine ve preeklampsi gelisimine neden olur (125). EVT:

Ekstravilloz trofoblast
4.8.3. VEGFR-2 ve Preeklampsi

VEGFR-2, plasentada ve fetliste damar olusumunda etkilidir (126). Etkisini endotel
hiicrelerinde mitotik aktiviteyi artirarak ve hiicrelerin g¢ogalmasini saglayarak gosterir (127).
VEGFR-2 ek olarak endotel gecirgenligini artirir, damar digina sizint1 siireclerinden de sorumlu
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tutulur. Bu etkilerini PLC/PKC/MAPK ve PI3K/AKT yollar1 iizerinden gergeklestirir (124).
VEGFR-2'nin bu etkisi preeklampsinin gelisiminde, semptomlarin olusumunda ve hastaligin
tanisinda onemli yer tutar. Ayrica bu 6zelliklerinden preeklampsiye yaklasimda da faydalanilir.
Preeklampsi hastalarinda bu molekiiliin hedefi olarak bilinen ve bakilan bélgeler arasinda
trofoblastlar, plasenta koryon villuslari, damar endotel bolgeleri, maternal serum sayilabilir. Ayrica
hedef bolgeler olan beyin, bobrek lizerine de bazi ¢alismalarda odaklanilmistir. Trofoblastlarda
calisilan noktalardan biri yayilma kapasiteleridir. Bu noktada hiicre dis1 matriks elemanlarinin
preeklampsi olgularindaki degisiklikleri (dekorin) tizerine galisilir (128). Bir diger 6nemli ¢alisma
noktasi trofoblastlardan salgilanan 6zel molekiillerin organlarda yarattigi hasar ve molekiillerin
miktar1 ve tiiriiyle ilgili aciklayici yaklagimlardir. Burada preeklampsi 6n tanisi igin ve hastaligin
takibi i¢in isaret bir molekiil tanimlama tizerine yogunlagilmistir. Bu ¢aligmalarda en ¢ok one ¢ikan
molekiil SFlt-1 olarak bilinen ¢6ziinebilir VEGFR-1 reseptor antagonistidir. Preeklamptik
gebelerin kan plazmalarinda yiiksek seviyede bulunur ve hastaligin tan1 ve takibi i¢in dnemlidir.
Ayrica bu olgularin klinik semptomlarindan sorumlu tutulur. Bu molekiiliin varligiyla es zamanl
olarak kandaki VEGFR-2 seviyelerinin azaldigi da izlenmistir. Preeklampside kan beyin
bariyeriyle iliskili bir¢ok in vitro galisma tasarlanarak kan beyin bariyerinin tizerindeki VEGFR-2
etkisi test edilmistir (129). Farkli bir odak noktasi olan endotel yiizeyinde ise farkli yonlii

¢aligmalar bulunur. Preeklampsi olgularinda VEGFR-2 damar endotelinde azalir.

Plasentanin 6nemli bir parcasi olan gébek kordonunda ise bu konuda yapilan ¢alismalarda
yine benzer noktalar iizerinde durulmustur. Kordona ait endotel hiicreleri ve damar duvarlar: daha
cok inceleme alani olarak goriiliir. Burada da yapilan bir ¢alismada Almasry ve arkadaslar
preeklamptik olgularda VEGFR-2 miktarinin endotelde azalmis oldugu, kaslarda ise ifadesinin
olmadig1 yoniinde bir bulgu gdzlemlemislerdir. Wharton j6lesinde ise bu molekiin ifadesinde

azalma goriilmistiir (102).
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4.8.4. Preeklampsinin Siniflandirilmasi

Ness ve Roberts 1996 da yaptiklari calismada preeklampsinin heterojen bir dogasi oldugunu
ortaya koymus, preeklampsiyi birbirinden farkli iki gruba aymrnustir (130). ilk grup “plasental
preeklampsi” ve ikinci grup “maternal preeklampsi” dir. Bir diger ayrimi ise preeklampsinin
baslangi¢ zamani temel alinarak yapilmistir. Bunda ise 24-34 hafta arasinda gelisen “erken
baslangi¢li”, 34. haftadan sonra baslayan “ge¢ baslangigli” preeklampsi olarak adlandirilir. Bu iki
grup arasindaki zaman farkliligl aslinda temelde patofizyolojideki farklilig: ifade eder. Erken
baslangi¢li olanda daha ¢ok plasenta hipoksisi etkili iken, ge¢ donemde daha ¢ok normal gelisim
gbstermis olan plasentanin artan ihtiyaglar1 karsilamadaki yetersizligi ve buna bagli maternal
endotelde yarattig1 islev bozuklugu 6n plana ¢ikmaktadir (131). Daha sonraki yayinlarda plasental
preeklampsi “tip 1”; maternal preeklampsi ise “tip 2” preeklampsi olarak adlandirilir. Hastaligin
bu iki alt tiirii yalnizca patofizyoloji agisindan degil ayn1 zamanda yayginlik agisindan da farklidir.
Ozellikle maternal preeklampsi, plasental preeklampsiye gore hem hafif seyreder, hem de daha
yaygindir. Ote yandan plasental preeklampsi yayginlik agisindan azdir, hem de siddetli bir klinige
sahip oldugu i¢in dogum sonrasi sorunlar daha sik goriiliir. Ayrica preeklampsi olgularinda var
olan klinik durumun siddeti dikkate alinarak, hafif ve siddetli preeklampsi olarak iki farkl tiir daha
goze carpar (132). Bu son grup siniflandirmada temel alinan klinik iken ilk siniflandirmada
patofizyoloji daha ¢ok 6n plana ¢ikar. Tablo 7°de preeklampsinin gelisim zamani dikkate alinarak

bir siniflandirma verilmistir.

Tablo 7. Preeklampsi siiflandirmasi (130).

Siniflandirma Preeklampsi Tamimlama
GH < 34 hafta Erken baslang_lgh
preeklampsi
Gelisim zamam GH > 34 hafta Geg baglangigli preeklampsi
GH < 37 hafta Preterm preeklampsi
GH > 37 hafta Term preeklampsi
>140 mmHg sistolik; . .
L >90 mmHg diastolik G P AT
Klinik siddet >160 mmHg sistolik;
g ’ Siddetli preeklampsi

>110 mmHg diastolik
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4.8.5. Preeklampsi ve Anjiyogenez Calismalari

Preeklampsi ¢ok yonlii ve birbirinden farklt mekanizmalar1 biinyesinde barindirir. Hastaligin
olusum siirecinde plasentada degisiklikler meydana gelir. Bunlar anjiyogenez dengesinin
bozulmasi, immiinite etkileri gelisimi, genetik yapidaki degisiklikler olarak ii¢ grupta
degerlendirilir. Plasenta ise yapisinda embriyon ve uterustan pargalar barindiran hibrid bir
organdir. Plasenta gelisimi dollenmeyle baslayan bir dizi hiicresel olayla sekillenen uzun bir
siirectir. Bu siireg; hiicre boliinmesi, hiicre gocill, yapisma, apoptoz ve yine kendi icinde
basamaklar1 olan anjiyogenezi igerir. Sonu¢ olarak preeklampsi gelisim siirecinde anjiyogenez

etkilenir. Bu nedenle anjiyogenez preeklampsi gelisiminde farkli yonleriyle incelenmistir.

Preeklampside plasenta kan akimini saglayan damarlarin yeniden sekillenmesi bozulmustur
ve CD31, VEGFR-1, CD34 gibi damarla iligkili farkli molekiillerin ifade diizeylerinde azalma
izlenmistir (133). Morfolojik ve immiinohistokimyasal ¢alismalarda, koryon villuslarinda ifade
bulan anjiyogenik belirteglerde de azalma izlenir. Ayrica villuslarda atrofi gelisir ve apoptotik
degisiklikler meydana gelir. Apoptoz iligkili proteinlerde de artis ve anti-apoptotik molekiillerin
ifade diizeylerinde azalma gelisir. Villuslara ait olan damarlarda ifade bulan gelisim belirtegleri
olan CD31 ve VE-kaderin seviyelerinde kontrollere gore azalmalar gbzlenmistir (135). Fakat
literatiirde bu molekiillerde artig gosteren yayinlar da bulunur (134). Hiicrelerde anjiyogenez azalir,
plasenta hipoksisine ikincil gelisen olaylar da preeklampside anjiyogenezin bozulmasinin
sonucudur. Ilk olarak olusan bu durumda kana verilen antianjiyogenik molekiiller endotel iizerinde
degisiklikler meydana getirir. Ozellikle endotel hiicrelerindeki eNOS aktivitesinin azalmasiyla
preeklampsi belirtilerinin ortaya g¢ikmasina yonelik caligmalar bulunur (135, 136). Bazi
calismalarda meydana gelen plasenta hipoksisinin arkasinda, mitokondriyon iligkili islev
bozukluklarinin oldugu gorilmistiir (137). Temelde ¢alismalar, anne kaninda antianjiyogenik
molekiillerin artisinin nedenleri ve sonuglari tizerine odaklanir. Bu konuda yapilan ¢aligmalarda
sFlt-1 ve sEng isimli iki adet ¢6ziinebilir inhibitdér molekiil bulunur, bu molekiillerin hedefi ise
endotel hiicrelerindenki VEGF, VEFGR-2 ve TGFB1 molekiilleridir. Bu iki molekiil anjiyogenezin
baslamas1 ve devamliligi acisindan 6nemlidir. Ayrica anjiyogenezin sadece reseptdr diizeyinde
degil ayn1 zamanda ara basamaklarin da etkilendigini gdsteren ¢aligmalar bulunur. Bunlarin bir
kismi da matriks metalloproteinazlarin anjiyogenezdeki etkileri iizerinedir. Bir grup ¢alismada

anjiyogenezin inflamasyon aracili bozulduguna iliskin sonuglar bulunur. Villuslardan alinan
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orneklerde yapilan doku kiiltiirlerinde olusturulan hipoksiyle proinflamatuvar ve anti- anjiyogenik

ozellikleri olan serumlar elde edilir.

4.8.6. Gobek Kordonu ve Preeklampsi

Gobek kordonu yapisinda arterleri ve venleri igeren ve 6zel bag doku igeren bir plasenta
ekidir. Dolayisiyla yapisindaki dokular1 ilgilendiren hastaliklardan etkilenebilir. Ozetlersek gdbek
kordonu damar kokenli hastaliklardan, hibrit bir yapt olmasindan dolayr immiin olaylardan ve
yiiksek bag doku igermesi nedeniyle var olan bag dokusunu etkileyebilecek i¢ ve dis faktorlerden
etkilenir. Yapinin plasenta eki olmasi ve plasentanin da yiiksek damar ag1 icermesi nedeniyle
oncelikle galismalar, var olan hastaliklarin gobek kordonunun damarlarini etkiledigi diisiincesiyle
umbilikal arterler ve venler yoniinde yogunlasmistir. Bugiin literatiirde damar duvarini inceleyen
pek ¢ok temel ve klinik g¢alisma bulunur. Bu hastaliklardan en iyi bilinenlerinden biri
preeklampsidir. Preeklampsinin yukarida aktarilan gelisim siireci dikkate alindiginda hastaligin
gobek kordonu damarlar1 iizerinde etkisi olmasi, beklenen bir durumdur. Yapilan pek g¢ok
caligsmada arter, ven bosluklari ve duvarlar1 yapisal olarak incelenmistir. Bu ¢aligmalarda daha ¢ok
151k mikroskopi teknikleri kullanilmistir. Bir grup ¢alismada ise yapilar, ince yap1 diizeyinde
incelenmistir. Endotel tlizerindeki degisiklikler {izerine yogunlasilmistir. Endotelde polimorfik
degisikliklerin artt1g1, endotel biitiinliigiiniin azaldig1, piknozis gibi degisiklikler oldugu izlenir.
Ayrica arter duvarlarinda saglikli kontrollere gore yapisal olarak kollajen miktarinda ve kollajen
oranlarinda tip | kollajen lehine artig goriilmiistiir. Ek olarak elastin miktarinda preeklampside
azalma izlenir. Preeklampside damardaki degisiklikler biyokimyasal olarak da incelenmistir.
Damar duvarmdaki ¢oklu doymamis yag asitlerinde azalma gozlenir (138, 139). Preeklampside
stroma iizerine yogunlasilan ¢alismalar, literatiirde ¢ok bulunmamaktadir. Immiin yontemlerle
yapilan kordon ¢alismalar1 bulunur. Bu ¢alismalarda 6zellikle bazi 6nemli molekiillerin ifade
diizeylerinin gébek kordonu diizeyinde incelenmesi gergeklestirilmeye calisilmistir. Ozellikle de
damarlarin gelisiminde etkili olan molekiiller olan VEGF-A ve onun reseptdrleri olan VEGFR-1
ve 2 incelenmistir. Bu incelemelerde iki farkli yontemsel bakis dikkat ¢eker, ilkinde alinan kesitler
tek boyutlu incelenmistir. Yani zamansal olarak var olan degisim tizerinde durulmamaistir. Bir diger
grupta ise zamansal degisiklikler PCR diizeyinde incelenmistir. Bu ¢alismalarda ise preeklampside
degil saglikli domuzlarda, plasenta ve gobek kordonundan gebeligin farkli donemlerinde alinan
doku oOrneklerinde VEGF ve iki reseptorii VEGF-1 ve 2'nin gebelikteki degisimi

immiinohistokimyasal olarak degerlendirilmistir (140).
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4.8.7. Preeklampsi ve iGK-MSH

Preeklampsi ve iGK-MSH ile ilgili yapilan calismalar ii¢ grup altinda incelenebilir. Ilki
preeklampsinin hiicreler iizerindeki etkisinin incelendigi c¢alismalardir. Bu c¢alismalarda
preeklampsili olgulardan alinan hiicrelerde degisen yap1 genetik ve biyokimyasal diizeyde incelenir
(141). Ikinci grup, hiicrelerin preeklampsi iizerindeki etkisinin incelendigi ¢aligmalardir. Bu
caligmalar 6zellikle hayvan modelleri lizerinde yapilir, farkli yollarla hayvan modelleri yaratilir ve
alinan hiicrelerin modele aktarimi, ekimi yoluyla hiicrelerin model iizerinde yarattig1 degisiklikler
histolojik ve molekiiler diizeyde incelenir (142). Bu ¢alismalarda ek olarak iGK-MSH ile eskiiltiir
calismalari da bulunur. Bazi calismalarda iGK-MSH'in preeklampsi iizerinde etkili olacagi
diisiiniilen genleri degistirilerek ¢esitli uygulamalar yapilir (143). Ugiincii grup calismalar ise
hiicrelerden elde edilen hiicre dis1 vezikiillerin preeklampsiden nasil etkilendigi ve preeklampsiye
nasil etki ettigi seklindedir. Bu g¢aligmalar son 10 yilda hiicre dis1 vezikiillere yonelik bilgi
birikiminin artmasiyla ¢ogalmistir. Burada da iGK-MSH den elde edilen ekzozomlarin in vivo ve
in vitro yaklasimlarla preeklampsi iizerindeki etkileri doku diizeyinde, molekiiler, biyokimyasal ve

klinik agidan incelenir (144-147).
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5. GEREC VE YONTEM

5.1. Gruplarin Belirlenmesi ve Olgularin Secilmesi

Calisma icin 3 grup belirlendi. Preeklampsinin tiirii bagimsiz degisken olarak alindi.

Bagimsiz degisken sayis1 dikkate alinarak gruplardaki varyansi tek yonlii 6l¢gmek i¢in One Way

ANOVA testi yapilmasmin gerekliligi anlasildi. Etki biiyiikliigii orta derecede belirlendi. 0,5 etki

biiylikliigii katsayisiyla alfa hata degeri ve anlamlilik degeri 0,05, beta hata degeri 0,2 seklinde

belirlenerek 1-B degeri 0,8 olarak belirlendi®. Bu parametrik degerler 1s18inda istenilen giicii

saglayan olgu sayis1 67 olarak hesaplandi. Her gruptan 22 olgu, toplamda 66 olguyla deneyin

gerceklestirilmesine karar verildi.

Preeklampsiyle iliskili literatiir taranarak deney gruplar1 olusturuldu:

1. Erken preeklampsi (EPE): 24-34. gebelik haftalar1 arasinda, ISSHP tani kriterlerine uygun,
dorder saat araliklarla yapilan iki farkli 6lgiimde >140 mmHg sistolik ve >90 mmHg
diastolik kan basinci ve idrarinda >+2 proteiniiri (dipstik yontemiyle) saptanan gebelerden

dogan infantlarin gobek kordonlart (n=22).

. Geg preeklampsi (GPE): >34. gebelik haftas1 sonrasinda, ISSHP tani kriterlerine uygun,
dorder saat araliklarla yapilan iki farkli 6l¢iimde >140 mmHg sistolik ve >90 mmHg
diastolik kan basinci ve idrarinda >+2 proteiniiri (dipstik yontemiyle) saptanan gebelerden

dogan infantlarin gébek kordonlari (n=22).

Kontrol: Gebelikte, normal sistolik ve diastolik kan basinci degerlerine (<140 mmHg
sistolik, <90 mmHg diastolik) sahip olgulardan dogan infantlardan elde edilen gobek
kordonlar1 (n=22).

Hastalardan ve 1. derece yakinlarindan alinan hikayelerden elde edilen bilgiler

kullanilmistir. Tan1 koyulan gebelerde diglama kriterleri:

® Yapilan ¢aligmalarda beta hata degeri 0,2"ye kadar alinabilir. Bu da 1-B degerinin en az 0,8 olarak alinabilecegi

anlamina gelir.
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e Gebelik Oncesi bir kronik hastalik hikayesi olmasi (diabetes mellitus, astim, KOAH,
kardiyovaskiiler sorunlar).
e Gebelik oncesinde hipertansiyon hikayesi olmasi ve ilag kullaniyor olmak

e Gebelik oncesinde ve gebelikte ilag kullanimi olmasi

Arastirma sorusunun
belirlenmesi

Gruplarin belirlenmesi (3 grup, n=66)

IGK-MSH elde Ekzozomlarin
Ekzozom
edilmesi ve ayristirilmasi - .
. karakterizasyonu
karakterizasyonu
* SEM
* gNano
OIgL:lar dan * Western Blot
gobek ¢ MicroBCA
kordonu
Doku kesitlerinin drneklerinin ..
Anjiyogenez
alinmasi alinmasi o
deneylerinin
gerceklestirilmesi
Mallory Azan VEGFR-2 Hiicre Kkiiltiiriinde
ve H&E Immiinofléresan olgulardan VEGFR-2
boyama boyama sinyal diizeyinin
belirlenmesi
) 3 Verilerin
Histomorfometri VEGFR-2 ..
. . : analizi
Slctimleri Sinyal 8l¢iimleri

Sekil 13. Tez akis semasi.

5.2. Doku Orneklerinin Alinmasi ve Tasinmasi

Temmuz 2022 - Ocak 2024 arasinda, T.C. Ankara Sehir Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali, Perinataloji Bilim Dali, Riskli Gebelikler Boliimii’ne bagvuran gebelerin
gobek kordonlar1 kullanildi. Kriterlere uyan 66 gebenin yapilan sezaryen islemi (C/S) sonrasi elde
edilen gobek kordonlar1 alindi. Her bir gebenin aydinlatilmis onami yazili olarak alindi. Dogumdan

sonra, gobek kordonlarindan plasentaya yakin boliimiinden ortalama 12-15 cm uzunlugunda bir
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parca Kkesildi. Gobek kordonlarinin nekrozlu, 6demli, kan bulasi olan bdlgeleri ayristirildi.

Ayristirilan 6rnekler, iginde %1 Amfoterisin B (Capricorn Scientific, AMP-B, Almanya) + %1

Penisilin— Streptomisin (Capricorn Scientific, PS-B, Almanya) i¢eren 150 mL Leibovitz-15 (L-15)

(Capricorn Scientific, L15-XA, Almanya) tamponlu tasima ¢ozeltisine koyularak +4 °C’de

ortalama 12-24 saat saklandi. Alman dokular buz icerisinde tasinarak Ankara Universitesi Tip

Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii Laboratuvari'na getirildi. Sekil

14 hasta dosyasi ve tasima soliisyonu i¢indeki kordonu gosterir. Olgular 24 saat i¢inde isleme

alind. iki olgu, tasima kosullarindaki gecikmeden dolay1 36 saat i¢inde isleme alind1. Fakat siireler

literatiirle uyumludur (148).
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Sekil 14. Hasta dosyas1 ve L-15 tagima ¢ozeltisi igerisindeki gobek kordonu 6rnegi.

A: Olgularin toplanmasi siirecinde hastadan alinan klinik bilgiler. B: L-15 tagima ¢ozeltisinin

icinde alinan kontrol olgusuna ait bir gobek kordonu drnegi.
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5.3. IGK-MSH Eksplant Kiiltiiriiniin Olusturulmasi ve Kiiltiir Siireci

Tiim hiicre kiiltiirii islemleri 6ncesinde, laminar kabin (Thermo Electron Corporation, Holten
LaminAir, ABD) 15 dk UV sterilizasyon islemine alindi. Su banyosu (Memmert, D91126,
Almanya) ve hava temizleyici (Sanyo, ABC VW24A, Japonya) hazirlandi. Dokular daha 6nce
hazirlanan steril cerrahi set (iki adet disli penset, bir adet 20 numara uglu bistiiri, bir adet cerrahi
yesil ortii, bir adet plastik petri kab1) kullanilarak ayristirildi. Doku, tasima ¢6zeltisinden (L-15)
cikarilarak, petri kabina yerlestirildi; nekrotik doku, sis, kivrik ve 6lii bolgeler tekrar kontrol
edilerek isleme gecildi. Cikarilan dokulardan 1 cm kalinliginda iki kesit alindi. Kalan doku beser
cm’lik pargalara ayrildi. Steril bistiiriyle arterler arasindaki bolgeye ince bir kesi atildi ve bu
bolgeden disli pensetler yardimiyla stroma ayrildi. Ag¢ilan dokuda damarlar stromadan ¢ikarildi.
Kalan stroma, 5 mL DMEM Ham’s F12 (Biological Industries, BI01-170-1A, Israil) (%1 AMP +
%1 PS + %1 L-glutamin (Capricorn Scientific, GLN-B, Almanya) + %20 FBS (Gibco, 10082847,
ABD) igeren) igerisinde, steril makas yardimiyla 50 mL konik santrifiij tiiplerinde 1 mm’lik
parcalar olacak sekilde mekanik olarak pargalandi ve 200g°de 10 dk santrifiij edildi (Hettich,
D78532, Almanya). Santrifiij sonras1 ¢okelti izerinde kalan boliim atildi ve kalan ¢okelti flask
basia 3 mL %20 FBS iceren DMEM Ham's F12 ile tamamlandi. Resiispansiyon sonrasi 3 mL
siispansiyon 75 cm? lik flasklara (Sarstedt, Cat N0:83.3912.001) ekildi. Ekilen 6rnekler, 37 °C %5
COz igeren inkiibatore kaldirilarak 48-72 saat yapismasi i¢in beklendi. Siire sonunda flasklara 6
mL daha DMEM Ham'’s F12 eklenerek dokular inkiibatérde ¢ogalmaya birakildi. Sekil 15’te
eksplant kiiltiir islemleri Sekil 16’da laboratuvarimizda yaptigimiz eksplant kiiltiiriiniin fotograflari

verilmistir.
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Gobek Siispansiyonlar 3
kordonundan 12.\} 9 ml kiltiir

15 em’lik kesit medyumu ile
ekilir

Eksplant kiiltiirler
72 saat
inkiibatorde
bekletilir.

Damarlar diseke P
edilerek stroma l::>

damarlardan
ayrilir.
72. Saatte kiiltiir
medyumu 10 mL’
Gobek kordonu " ye tamamlanarak
stroma pargalari 1 ‘ K"esxtler. inkiibatére
mm?'liik kesitlere shapansiyon kaldrilir

haline getirilir
ayrilir

Sekil 16. Eksplant kiiltiir olusturulan iGK-MSH ve hiicre kiiltiirii siireci

A. Gobek kordonunun iki arter bir ven yapisinin kontrol edilmesi. B, C. Gébek kordonundan ven
ve arterlerin diseke edilmesi. Ok: gobek kordonu stromasi, ok basi: arter. D. Stromanin ortaya

c¢ikarilmasi. E. Wharton jolesinin ~1 mm? biiyiikliigiinde pargalara ayrilmasi. F. Ayristirilan doku
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parcalarmin ekildigi kiiltiir flasklar1. G. inkiibatorde izlenen flasklar. H. %21 O2 kosullar1 saglanan
CO2 gazli inkiibator.

5.4. Pasajlama islemleri

Doku kiiltiirlerinin ilk kontrolii, 10. giinde ters mikroskop (Olympus IM 71) altinda yapildi.
Kiiltiiriin yapisal o6zellikleri kaydedildi. Sonrasinda sirasiyla ii¢ giinde bir kez kiiltiir kontrolii
yapildi. Izlemler sirasinda hiicrelerin kiiltiir ortami degistirildi. Kiiltiir ortam ¢ekildikten sonra taze
DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%]1 PS+%]1 L-glutamin+%20 FBS igeren) eklendi. Hiicreler %80-
90 yayginliga ulastiginda pasajlandi. Pasajlama dncesi hiicreler Ca*? ve Mg*? igeren Dulbeco PBS
(D-PBS) (Capricorn Scientific, PBS-2A, Almanya) ile yikanarak tortu, yapismayan pargalar ve
metabolik artiklardan armdirildi®. Her bir flaska 3-4 mL tripsin-EDTA (Capricorn Scientific, TRY-
3B, Almanya) konularak 6-8 dk inkiibatorde bekletildi. Siire sonunda hiicreler kaldirilarak, ters
mikroskopta 5x biiylitme altinda incelendi. Hiicrelerin kalktigindan emin olunduktan sonra -
yapisan, hareket etmeyen hiicreler yoksa- kullanilan tripsin-EDTA miktarinin yaklasik iki kati
kadar (6-8 mL) %10 FBS igeren DMEM 'le tripsin aktivitesi inhibe edildi. Kaldirma islemi sonrasi
hiicreler 50 mL’lik konik santrifiij tiiplerinde (Corning, CLS430829, USA) toplandi. Toplanan
stispansiyon 200g°de 10 dk gevrildi. Santrifiij sonrasinda ¢okelti tizerinde kalan boliim atildi ve
¢okelti tekrar her flask icin 5 mL DMEM Ham's F12 ile resiispande edildi. Ardindan 75 cm?’lik
flasklara ekildi, homojen dagilim sonrasi 5 mL daha ¢ozelti eklenerek inkiibatore kaldirildi.
Hiicrelerin doku kiiltiirlerinden ilk tomurcuklandiklari ve pasajlama sirasindaki goriintiileri Sekil

17 ve Sekil 18’de verilmistir.

6Eger PBS kullaniliyorsa dikkat etmek gerekir. PBS Ca*? ve Mg*? igermedigi igin hiicresel baglantilar zayiflayabilir
ve bu durum hiicre kaybina neden olabilir.
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Hiicrelerin doku pargalarmdan tomurcuklanmasini gdsteren 10. giin mikrograflari. Olgiim

c¢ubugu: 10 um. E: Eksplant, Ok: iGK-MSH

Sekil 18. Tripsinizasyon islemi.

A: Tripsinizasyon oncesi hiicre kiiltiirinde yayginlik. B: Tripsinizasyon sonrasinda kiiltiir
flasklar1. Olgiim ¢ubugu:10 pm.

5.5. Dondurma islemleri

Pasaj 1 (P1) hiicreler 5. giin kontrol edildi. Cozelti rengi degismis ve metabolik artiklar
artmig hiicrelerin kiiltiir ortamlar1 degistirildi; ardindan hiicreler tekrar 7-10. giinler arasinda
kontrol edildi. Hiicreler %80-90 yaygmliga ulastiginda dondurma islemleri uygulandi. Bu
islemlerde, kiiltiir ortami uzaklastirildiktan sonra hiicreler D-PBS ile yikanip, 3 mL tripsin-EDTA
eklenerek 6-8 dk 37 °C’de inkiibatorde bekletildi. Hiicreler kalktiktan sonra {izerine DMEM Ham’s
F12 (%1 AMP + %1 PS + %1 L-glutamin + %10 FBS igeren) kiiltiir ortam1 eklenerek enzim
aktivitesi inhibe edildi. Inhibisyon sonunda hiicre siispansiyonu 50 mL konik santrifiij tiiplerine
konarak 200g°de 10 dk santrifiij edildi. Islem sonras1 ViCell® hiicre sayim cihazinda (Beckman
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Coulter, SGL 383080, ABD) canlilik orani ve hiicre sayisi belirlendi. Ardindan hiicreler 1,8 mL’lik
dondurma tiiplerine (kriyoviallere) alindi. Dondurma isleminde 1620 uL DMEM Ham'’S F12 igine
160 pL dimetilsulfoksit (DMSQO) (Sigma, D4540, Almanya) damla damla eklendi. Dondurma
tiipleri kademeli sogutma islemi igin Mr. Frosty® (Nalgene, 5100-0036) icinde 48-72 saat -80 °C’de
bekletildi. Sonrasinda -196 °C siv1 azot tankina ekzozom ayristirma deneylerine kadar bekletilmek
tizere kaldirildi (Sekil 19).

Sekil 19. Mr. Frosty® ve azot tanki depolama sistemi.

5.6. Hiicrelerin Tanimlanmasi

Dondurulmus hiicreler azot tankindan (-196 °C’den) ¢ikarildi, 37 °C’de su banyosunda 90
sn’ boyunca ¢ozdiiriildii ve 10 mL DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%1 PS+%1 L-glutamin+%10
FBS igeren) kiiltiir ortamina damla damla eklendi. DMSO’yu uzaklastirmak amaciyla hiicre
stispansiyonu, 200g°de 10 dk santrifiij edildi. Cokelti, DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%1 PS+%1
L-glutamin+%10 FBS igeren) ile kiiltire edildi (P2). Hiicreler pasajlanarak Ps’e ulastiginda

kaldirildi, sayildi ve akim sitometreyle tanimlamasini yapmak amaciyla hazirlandi. Kaldirma

790 sn literatiirde onerilen siiredir, fakat koyulan DMSO ve kiiltiir medyumunun oramna gére ayrica dondurulan
stispansiyon biiytikliigline, ortam sicakligi ve su banyosunun sicakligina gore siireler 3 dk’ya kadar uzayabilir.
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sonrasi 1x10° hiicre alind1 ve bu hiicrelerin pozitif yiizey belirtegleri olan anti-CD73, anti-CD90
ve anti-CD105 ile negatif yiizey belirtegleri olan anti-CD34, anti-CD11b, anti-CD19, anti-CD45,
anti-HLA-DR antikorlariyla (insan mezenkimal stromal hiicre analiz Kiti, BD; 562245) isaretleme
yapildi. 200 uL PBS icinde resiispande edilen hiicrelerin {izerine 20 pL antikor slispansiyonu
eklendi ve 20 dk buz iizerinde bekletildi. Bekletme sonrasi 200g’de 10 dakika santrifiij edilerek
cokelti tizerindeki boliim atildiktan sonra, ¢okelti izerine 100 uL PBS eklenip resiispande edilerek
akim sitometre cihazinda (BD C6 Accuri, ABD) okutuldu (Sekil 20) ve belirteglerin ifadesi

gosterildi.

Sekil 20. Hiicre sayim ve akim sitometri cihazi.

5.7. Ekzozom Ayristirma Islemleri

Her bir gruptan altisar hiicre, P4 veya Ps’te kiiltiire edildi (n=6). Kiiltiir ortam1 toplanarak
ekzozomlar kademeli olarak sirasiyla ultrasantrifiijle (Beckman Coulter XPN-100, ABD) (Sekil
21A) ayrigtirildi. Her grup hiicrede tanimlama ve anjiyogenez deneyleri i¢in %80-90 yayginlikta 4
adet 175 cm? flaskla c¢alisildi. Tiim ekzozom ayristirma deneylerimiz 6ncesinde ekzozom
icermeyen (exosome-free FBS, 18 saat 100.000g’de santrifiij edilerek elde edildi) FBS kullanildi,
hiicreler 48 saat boyunca 37 °C’de DMEM Ham’s F12 (%1 AMP + %1 PS + %1 L-glutamin +
%10 ekzozom free FBS igeren) kiiltiir ortami iginde bekletildi. 4 adet 175 cm?’lik flasktan 80 mL
kiiltiir ortami toplands, iizerine 25 mL D-PBS konularak 105 mL ye tamamlandi®. Toplanan kiiltiir
ortami, 4 adet steril ultrasantrifiij tiipiine 35’er mL (344058, Beckman Coulter, ABD) olacak
sekilde aktarildi. Ultrasantrifiij cihazinda SW32TI rotor icinde 2.000g’de +4 °C’de 30 dk ve

8 Ultrasantrifiij tiiplerinin herbiri 35 mL siv1 aldigindan dolay1 ve tamamimin aym yiikseklikte olmasima dikkat edilmesi
gerekcesiyle bu seyreltme islemi gergeklestirildi.
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10.000g’de +4 °C’de 30 dk gevrilerek her defasinda ¢okelti lizerinde kalan boliimleri toplandi.
Daha sonra 120.000g’de 90 dk +4 °C’de ¢evrilerek dipte kalan ve ekzozom igeren ¢okelti lizerine
PBS konularak resiispande edildi. Son asamada elde edilen siispansiyon beser mL ultrasantrifiij
tiiplerine (344057, Beckman Coulter, ABD) aktarilarak SW55TI rotor i¢inde 120.000g°de 90 dk
+4 °C’de tekrar ¢evrilerek ekzozom igeren tiiplerdeki ¢okelti iizerinde tanimlama ve miktar 6l¢iimi
deneylerine baglandi (Sekil 21B, 21C). Tiip olusum deneylerinde daha sonra kullanilacak olan
ekzozom ¢okeltileri PBS ile sulandirildi ve %10 DMSO ile -80 °C’de saklandi. Protein miktar
Olglimii ve Western Blot deneylerinde kullanilacak ekzozom c¢okeltileri ise PMSF proteaz
inhibitorii (Abcam, ab141032, Ingiltere) igeren 1x RIPA lizis tamponu (Cell Signaling Technology,
9806S, ABD) iginde -80 °C’de saklandi. Ultrasantrifiijleme basamaklar1 Sekil 22°de sematik olarak

gosterilmistir.

Sekil 21. Ultrasantrifiij cihaz1 ve malzemeleri.

A. Beckman Coulter XPN-100 yer tipi sogutmali ultrasantrifiij cihazt B. SW32Ti ve SW55Ti
rotorlar. C. Rotorlarla uyumlu godeler ve tiipler. En solda 35 mL ve en sagda 5 mL lik tiipler
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Sekil 22. Ekzozomlarin ayristirilmasinda kullanilan diferansiyel ultrasantrifiij agsamalari.

5.8. Ekzozomlarin Tanimlanmasi

Ekzozom goriintiilenmesinde taramali elektron mikroskobu (SEM) (Zeiss 438 VP), yiizey
belirteclerinin gdsterilmesine (CD9 ve CD63) yonelik Western Blot, boyut ve sayilarinin
belirlenmesinde ayarlanabilir direngli darbe algilama sistemi (qNano®), ekzozom igerigindeki

protein miktarinin belirlenmesinde MikroBCA analizleri kullanildu.
5.8.1. Ekzozomlarin Boyut ve Sayilarinin Belirlenmesi

Elde edilen ekzozomlarin boyut ve yogunluk ¢aligmasi ayarlanabilir direngli darbe algilama
sistemi kullanilarak yapildi. Bu yéntem qNano Exoid® (Izon Biosciences) isimli cihaz ve Exoid
Control Suite yazilimi kullanilarak uygulandi. Ultrasantrifiij islemiyle elde edilen ekzozom ¢okeltsi
PBS ile resiispande edildi. Calisma sirasinda tretici firma tarafindan ekzozom c¢aligmalarinda
tavsiye edilen NP150 isimli nanopor kullanildi. Sistem hazir hale getirildikten sonra alt haznesine
ekzozomlarin resiispande edilmesinde kullanilan PBS tamponu konulduktan sonra iist hazneye ters
pipetleme teknigiyle 40 pL ekzozom siispansiyonu eklendi. Okuma islemi 47 mm’lik nanopor
gerginligi, 700 mBar basing ve 0,47 mV voltaj kullanilarak gerceklestirildi ve 500 adet parcacik
sayilana kadar devam edildi. Okuma islemi sirasinda elde edilen degerler boyut i¢in; nA bozulma
ve yogunluk i¢in; dakikadaki parcacik adedi olacagi i¢in gercek boyut ve yogunluk degerlerine

tiretici firma tarafindan onerilen CPC100 isimli ayarlama (kalibrasyon) boncuklarinin ayni cihaz
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ayarlarinda okunmasiyla ulasildi. Elde edilen sonuglar Izon Data Suite yazilimi kullanilarak analiz

edildi.
5.8.2. Ekzozomlarm SEM ile Gosterilmesi

SEM’de ekzozomlarin goriintiilenmesi i¢in %2,5 glutaraldehitle fikse edilen ekzozomlar 1,2
cm ¢apinda yuvarlak cam lameller iizerine yayilarak desikatérde kurutuldu ve 6-7 nm kalinliginda
altin palladyumla kaplanarak ZEISS LEO 438VP ve ZEISS Merlin® FE-taramali elektron

mikroskoplariyla (SEM-field emission gun) incelenerek goriintiilendi.

5.8.3. Ekzozomlarin Protein Miktarlarimn MicroBCA Yéntemi ile Olgiilmesi

BCA protein kitiyle (Abcam, ab207002, Ingiltere) ekzozom 6rneklerindeki toplam protein
icerigi belirlendi. Kit i¢eriginde bulunan Bovine Serum Albumin 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10 pg/mL,
5 ug/mL, 2,5 ug/mL, 1 ug/mL, 0,5 ng/mL, 0 ug/mL olacak sekilde PBS ile sulandirilarak protein
standartlar1 olusturuldu. -80 °C’de RIPA lizis tamponu ig¢inde saklanan ti¢ farkli gruba ait (Kontrol,
EPE, GPE) ekzozom ornekleri ayr1 ayri ti¢ farkli seyreltme oraninda ¢alisildi (Sekil 23A). Her bir
BSA standardi ve protein 6rneginden 150 uLL 96 kuyucuklu plakaya kondu. BSA standartlarini ve
orneklerini igeren her oluga 150 uL ¢alisma ¢ozeltisi eklendi. 30 saniye siireyle karigtirildi. 96
kuyucuklu plakanin iizeri yapistiriciyla (sealer) kapatildi ve 37 °C'de 2 saat bekletildi (Sekil 23B).
Bekletme sonrasi plaka, sealer iizerinde s1vi kalmamasi i¢in 5 saniye hafifce sallandi. Mikroplaka
okuyucusunun (BioTek Synergy H1 Microplate Reader, ABD) emilim (absorbans) dalga boyu 562
nm'ye ayarlanip tiim BSA standartlar1 ve 6rneklerin emilimi (OD562) kaydedildi (Sekil 23C).
Microsoft Excel programiyla x ekseninde protein miktar1 degerleri ve y ekseninde optik dansite
degerleri olacak sekilde standart egri cizmek icin y=mx-+n formiiliiyle grafik olusturularak R?
degeri belirlendi. Bilinmeyen ornekler i¢in bu grafikten elde edilen formiilde bu 6rnekler i¢in elde
edilen optik yogunluk (OD) (y degeri) kullanilarak X degerleri belirlendi ve bu sekilde toplam

protein miktar 6l¢timi yapildi.
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Sekil 23. Protein analizi.

5.8.4. Ekzozomlarin Yiizey Belirteclerinin Western Blot ile Gosterilmesi

RIPA lizis tamponu i¢inde saklanan -80 °C’de ekzozom 6rneginden alinan 10 pLlik parca
protein miktar1 Slgiimii igin kullamldi. Bunun igin MicroBCA® analizi yapilarak protein
konsantrasyonlari belirlendi. Elde edilen miktara gére ka¢ pL 6rnek yiiklenecegine karar verildi.
Jele 20 pL ornek yiiklendi ve yiiriitiildii. Yiiriimesi tamamlanan jel 15 dk 1X Towbin transfer
tamponuyla c¢alkalayicida muamele edildi. Membran ve jel sandvi¢ yontemiyle Western Blot
transfer aparatina (Mini Trans-Blot Electrophoretic Transfer Cell, 170-3930, 170-3935, Bio-Rad,
ABD) yerlestirildi. Bu islem i¢in siinger 1X Towbin transfer tamponuyla 1slatildi. Uzerine bir adet
kalin transfer kagidi transfer tamponuyla 1slatilip kondu ve onun iizerine jel kondu. Jel lizerine
membran diizgiin bir sekilde yerlestirilip sirastyla transfer tamponuyla 1slatilmig kagit ve siinger
kondu. Hava kabarcigi kalmamast i¢in silindirik bir malzemeyle iistiinden bastirildi. Daha sonra
sikistirma aygitina jel tarafi siyah tarafa gelecek sekilde konularak sikistirildi. Transfer aygitina
yine siyah taraf siyah tarafa gelecek sekilde yerlestirildi. Towbin transfer tamponuyla (1X) 100
V’de 1 saat transfer islemi gerceklestirildi. Transfer buz iistiinde yapildi, ayrica tankin i¢ine de buz
akiisii konuldu. Proteinlerin tasindigi membran %5 BSA’l1 (w/v) TBST i¢inde (bloklama tamponu)
1,5 saat oda sicakliginda galkalayicida bloklandi. Bloklama tamponu dokiildii ve zar ti¢ kez onar
dakika TBST ile yikandi. Bloklama tamponunun iginde ilgilenilen proteine 6zgii primer antikor
(CD9 ve CD63) uygun oranda seyreltilerek 12-16 saat ¢alkalayicida +4 °C’de ¢alkalandi. Zar beser
dakika dort kez TBST ile ¢alkalayicida bekletildi. Zar, bloklama tamponu iginde uygun oranda
seyreltilerek hazirlanmis sekonder antikorla oda sicakliginda calkalayicida bir saat bekletildi. Zar,
beser dakika dort kez TBST ile calkalayicida bekletildi. Goriintiileme igin “calisma ¢ozeltisi”

icinde membran bes dk oda sicakliginda galkalayicida bekletildi ve goriintiilendi. Calisma ¢6zeltisi
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1s18a duyarli oldugundan bu islem karanlikta gergeklestirildi. Primer ve sekonder antikorlar1 zardan
temizleyip yeni antikor uygulanmasi i¢in membran iki kez bes dk TBST ile yikandi. Calkalayicili
su banyosunda 50 °C’de 30 dk calkalandi. Ug kez beser dk TBST ile yikandi. Bloklama
asamasindan itibaren protokol ayni sekilde housekeeping antikoru anti-beta aktin (Cell Signaling
Technology, 4970S, A.B.D.) i¢in uygulandi. Her asamanin sonunda goriintiisii Li-cor (Odyssey Fc
Imaging System, Li-Cor Biosciences, ABD) sistemi kullanarak tarandi ve kaydedildi.

5.9. Doku Takibi ve Preparat Hazirlama Islemleri

5.9.1. Kriyokesit Alma
Kesit alma birka¢ asamada gergeklestirildi:

1. Blok hazirlama
2. Lam hazirhig1 ve saklanmasi

3. Dokularin kesilmesi ve saklanmasi
5.9.1.1. Kriyoblok Hazirlama islemleri

Alinan ornekler tasima ¢ozeltisinin (L-15) iginden ¢ikarildi. Cikarilan 6rneklerden, petri
kabinin i¢inde 1 cm kalinliktaki doku, %3,5 luk paraformaldehit ¢6zeltisinde (Sigma Aldrich,
30525-89-4, ABD) +4 °C’de 24-48 saat bekletildi. Siire sonunda, 1,2 M siikroz ¢6zeltisinin (%0,01
PFA igeren) i¢ine alindi. Dokular, ¢ozeltinin dibine ¢okene kadar beklendi. Kriyomikrotom
(Thermo Shandon Cryotome, 7720227, ABD) -20 °C’ye ayarlanarak sogutuldu, ardindan doku 0,5
cm’lik kalinliga inceltilerek tam kat olacak sekilde yiizeyi kriyomatriksle (Epredia™, 6769006,
ABD) kapatildi ve 10 dk bekletilerek -20 °C"ye kaldirildu.

5.9.1.2. Uygun Lam Hazirlanmasi

Stok poli-L-lizin (%1071uk) ¢ozeltisi (Sigma Aldrich, P8920, ABD) distile su kullanilarak
%1°lik olacak sekilde seyreltildi. Cozelti i¢inde (70-80 mL) etiivde 36 °C’de 10 dk boyunca
bekletildi. Kaplanan lamlar, 24-48 saat kurumaya birakilarak oda sicakliginda karanlikta sakland1

ve ii¢ ay i¢inde kullanildi.
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5.9.1.3. Dokularin Kesilmesi ve Saklanmasi

Kriyomikrotomun sicakligi -20 °C’ye ayarlandi. Dokular -20 °C’den ¢ikarildi ve
kriyomatriksle tutucuya yerlestirildi. Sogumasi i¢in 5 dk beklendi. Bu sirada lamlarin {izerine
alinacak olan dokunun bilgileri yazildi. Kriyomikrotom 10 um kalinliga ayarlandi. Soguma
sonunda doku yerlestirilerek, 10 pm’lik kesitler alindi. Daha 6nceden hazirlanmis poli-L-lizinle

kapli olan lamlarin ilizerine alindi. Alinan dokular +4 °C’de saklandi.

5.10. Immiinofléresan Boyama Islemleri

5.10.1. Dokularin Immiinofléresan isaretlenmesi

Kalinligt 10 um olan kriyokesitler, immiinoflresan boyama islemlerinden gegirildi. Her
grup icin secilen drnekler hidrofobik kalemle (Pap-pen®) cevrelenerek %2 normal goat serum
iceren antikor bloklama tamponunda +4 °C’de bir saat bekletildi. Sonrasinda primer antikor olan
anti-VEGFR-2 rabbit 1gG (Thermo Scientific, PA5-16487, ABD) 1/50 seyreltme oraniyla
uyguland1. Kontrol grubuna PBS eklendi. ilk antikor uygulamas: sonrasi on alt1 saat (gece boyu)
+4 °C’de nemli ortamda bekletildi. Siire sonunda ii¢ kez PBS (Sigma Aldrich, P4417, ABD) ile
yikandiktan sonra, Fluorescein isothiocyanate (FITC) - goat anti-rabbit sekonder antikoru
ugulamas1 yapilarak (Abcam, 97171, Ingiltere) 1/200 seyreltme oraniyla uygulanarak, iki saat
karanlikta 37 °C’de bekletildi. Siire sonunda PBS ile tekrar yitkanmasinin ardindan 6 uL. Hoechst 1
ug/mL (Molecular Probes, 33258) ve 1:1 PBS/gliserol igeren kapatma medyumu kullanilarak
lamelle kapatildi ve +4 °C’ye kaldirildi.

5.10.2. Hiicrelerin immiin Isaretlenmesi

Daha 6nceden 24 kuyucuklu petri kabi iginde 12 mm yuvarlak lamel {izerine ekilmis ve tespit
edilmis olan Kontrol, EPE ve GPE gruplarina ait P4 hiicreleri, anti-VEGFR-2 antikoruyla
isaretlendi. Yuvarlak lamel twizzer yardimiyla kaldirilarak PBS ile yikandi. Hiicrelerin bulundugu
yiizii, anti-VEGFR-2 primer antikor (1:50 diliisyonda) damlasi tizerine birakildi ve 1,5 saat 37
°C’de bekletildi. Inkiibasyon sonrast 12 mm yuvarlak lameller PBS ile iicer kez daldirma
yontemiyle yikandi ve yikanan 12 mm yuvarlak lamellerin hiicre bulunan kismi FITC goat anti

rabbit sekonder antikor (1:200) iizerine birakildi ve 1,5 saat 37 °C"de bekletildi. inkiibasyon sonrasi
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lameller yeniden ticer kez PBS ile yikandi ve lam tizerine 3 puL Hoechst 1 pg/mL (Molecular
Probes, 33258) ve 1:1 PBS/gliserol i¢eren kapatma medyumu kullanilarak kapatildi. +4 °C’ye
kaldirildi.

5.11. Gériintiilleme Islemleri

VEGFR-2 antikoruyla isaretlenmis olan ti¢ farkli gruba ait on farkli olgu (toplam otuz olgu),
konfokal siiper ¢oziiniirlik mikroskobunda goriintiilendi. Gobek kordonuna ait ti¢ farkli alandan
(SAS, IVS, PVS) ortalama 5,75 pm kalinligindaki bir doku kesitinden x, y ve z eksenlerinde, %50
i¢ ice gegcmis on bes seri goriintii iki ayr1 kanaldan alindi. Alinan gorintiilerdeki hiicreler,
siirlarindan ¢evrilerek Olciilecek alan belirlendi. Belirlenen alandan her hiicre i¢in hiicre i¢indeki
sinyal yogunlugu olgiildii. Her bir olgu Zen Black goriintiileme programinda degerlendirildi.
Toplam 345 hiicreden elde edilen (mean intensity) ortalama yogunluk degerleri 6lgiildii. Olgiilen
degerler Excel 2016 programina kaydedildi ve SPSS V22.0'da istatistiksel analiz igin

degerlendirildi. Yapilan 6l¢iimler, goriintiileme ve kayitlar Sekil 24°te gosterilmistir.
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5,75 pym kalinlik

-

C KUNYE OLGULAR SAS VS PVS

GPE Olgular 13.85 33.45 27.66
GPE Olgular 16.51 36.77 37,87
GPE Olgular 1317 51.51 25.36
GPE Olgular 19,53 39.42 24.06
GPE Olgular 17.34 27,13 29,71
GPE Olgular 11.81 28.65 12,26
GPE Olgular 8.97 30.8 11.62
GPE Olgular 10.67 232 10.12
GPE Olgular 15,91 33,35 15,51
GPE Olgular 18.23 49.27 14,22
GPE Olgular 20,46 37,38 10.15
GPE Olgular 19.03 20,78 20,85
GPE Olgular 20.52 15.78 16.51

Sekil 24. Goriintiileme, kayit ve 6l¢iim islemleri.

A: Goriintiiler 5,75 pm kalinlikta anti-VEGFR-2 ile isaretlenen kesitlerden ii¢ eksende % 50 i¢
ice gecmis sekilde alindi. B: Alinan seri goriintiller “maximum image projection” (MIP)
formatinda kaydedildi. * cevresi belirlenerek dl¢iim yapilan hiicreler. Kiiciik resim: Isaretli
hiicrelerin daha biiyiik biiylitmesi. C: Histogramdan elde edilen grafigin Excel 2016
programinda bdolgelere gore olusturulan ortalama yogunluk degerlerinin kaydin1 gdsteren bir

ornek. D: Goriintiilerin 6l¢timlerinden elde edilen bir histogram 6rnegi.
5.12. Anjiyogenez Deneyleri

In vitro anjiyogenez deneylerinin HUVEC hiicre hatt1 iizerinde yapilmasima Karar verilerek

oncelikle bu hiicrelerin temin edilmesi ve kiiltiir kosullarinin olusturulmasi saglandi.
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5.12.1. HUVEC Propagasyonu

HUVEC hatt:1 S.B.U. Giilhane Saglk Bilimleri Enstitiisii Kok Hiicre Labotatuvari'ndan
temin edildi. Hiicreler DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%]1 PS+%1 L-glutamin+%10 FBS igeren)
hiicre ortaminda ekildi ve 75 cm?lik flasklara yapisip biiyiiyen hiicreler ters mikroskop altinda
diizenli olarak izlendi. iki kez pasajlanmasinin ardindan deneyler icin hazir hale getirildi. Hiicreler
literatiirde belirtildigi sekilde kaldirim tas1 goriintiisii olusturdu (Sekil 25) (149). Hiicreler %90
yaygimhiga ulagtiginda tripsin-EDTA ile kaldirilarak alt kiiltiir yapildi. Bu hiicreler de %90
yayginliga ulastigfinda DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%1 PS+%1 L-glutamin+%?20 FBS iceren) +
%10 DMSO igeren ortamda dondurma tiipleri (kriyovial) ig¢inde dondurularak anjiyogenez
deneylerinde kullanilmak tizere -196 °C’ye kaldirildu.

o

e A/ <l - : _.@

y &

Sekil 25. HUVEC hiicre kiiltiirti kaldirim tast gériiniimii.

HUVEC %100 c¢ogalma asamasinda alinmis goriinimii Hoffman modulasyon mikroskobu

(Olympus, Tokyo, Japonya). Ol¢iim cubugu: 20 pm.
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5.12.2. Anjiyogenezin HUVEC Uzerinde Gosterilmesi

5.12.2.1.Deney Gruplarinin Olusturulmasi

Deney gruplart Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. Deney gruplari.

GRUP KISALTMA TANIMLAMA
Kontrol Kontrol sg%lkh dogumlar (anne ve bebekte hastalik

Gebeligin 24-34 haftasi arasi preeklampsi
tanist almis bireylerden dogan bebekler
Gebeligin >34 haftas1 preeklampsi tanisi
almig bireylerden dogan bebekler

Erken baslangich preeklampsi  EPE

Geg baslangich preeklampsi GPE

5.12.2.2.Anjiyogenez Deneylerinin Gerg¢eklestirilmesi

Dondurulmus HUVEC ¢ozdiirilerek DMEM Ham’s F12 (%1 AMP+%1 PS+%1 L-
glutamin+%10 FBS igeren) kiiltiir ortamina ekildi. Hiicreler %60-70 yayginliga ulastiginda kiltiir
medyumlar1 ¢ekildi, yerine FBS icermeyen medyum eklendi ve hiicrelere literatiirde belirtildigi
sekilde 24-36 saat boyunca aglik prosediirii uygulandi (150).

Daha 6ncesinde -20 °C’de saklanan biiyiime faktorleri azaltilmis Matrigel (Corning, 354230,
ABD) alikotlar1 deneyden dnce ¢dziilmesi i¢in +4 °C’ye alindi, 24 saat boyunca bekletildi®. Pipet
uclar1 ve 24 kuyucuklu petri kaplar1 bir gece dnceden -20 °C’ye birakildi ve sogumasi saglandi.
Deney baslangicindan 6nce 24 kuyucuklu petri kaplarinin (Greiner Bio-One CellStar 662160,
Avusturya) sekizer kuyucugu 1/3 oraninda FBS igermeyen DMEM Ham'’s F12 ile sulandirilmis
100 uL Matrigelle (3mg/mL) kaplandi. Matrigelin kaplama sonrasi fazlasi petri kabi1 hafifce
egilerek nazikce ¢ekildi. Kaplama islemleri buz iizerinde gerceklestirildi'®. Kaplanan petri kab1 90
dakika oda sicakliginda bekletildi.

PBS i¢inde -80 °C’de saklanan ekzozom Ornekleri hastalardan kaynaklanan farkliliklart

ortadan kaldirmak i¢in bir araya getirilerek kullanildi. Anjiyogenez deneylerinde ekzozomlar,

® Matrigelin saglikli erimesi igin deney dncesinde 16-24 saat +4°C’de bekletilmesi 6nerilmektedir.
10 Matrigel oda sicakliginda jelleserek akigkanligini kaybeder ve kolloidal bir yap1 kazanir bu nedenle tiim kaplama
islemleri buz tizerinde miimkiinse +4°C’de yapilmalidir.
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toksik etki olusmamasi i¢in DMSO’yu uzaklastirmak amaciyla 90 dk 120.000g’de ultrasantrifiij
isleminden gecirildi. Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak doza uygun sekilde elde edilen ekzozom
¢okeltisi endotel hiicre ortamiyla (EBM, CC3156, Lonza EBM-2 Basal Medium, isvicre)

sulandirildi.

HUVEC Kkiiltiir ortami uzaklastirildiktan sonra hiicreler D-PBS ile yikanip tripsin-EDTA ile
37 °C’de bekletildi, 8-10 dk sonunda hiicreler kalktiktan sonra tizerine DMEM Ham’s F12 (%1
AMP+%1 PS+%1 L-glutamint+%10 FBS igeren) kiiltiir ortam1 eklenerek enzim aktivitesi inhibe

edildi. Toplam hiicre siispansiyonundan 1 mL alinarak hiicre sayim cihaziyla sayim yapildi.

Her deney icin 20.000 hiicre/cm? ekilebilecek miktarda hiicre ayrildi. 200g°de 10 dk santrifiij
edilen siispansiyonun ¢okelti tizerinde kalan kismi atildi ve hiicre ¢okeltisi sirasiyla kontrol, EPE,
GPE gruplarinda Endotel Hiicresi Bazal Ortamiyla (EBM) resuspande edildi. Resiispansiyonun
ardindan Matrigel kaplanmis 24 kuyucuklu petri kabinin 8 kuyucuguna 20.000 hiicre/cm? ekildi ve
deney gruplarina 200 pg/mL ekzozom eklendi (Sekil 26). Ekilen hiicreler %21 Oz ortaminda
kiiltiire edilmek tizere inkiibatére kaldirildi ve dorder saat araliklarla takip edildi, 12. saatte
fotograflari ¢ekildi ve kaydedildi. Deney 18. saatte sonlandirilarak hiicreler 24 kuyucuklu petri kab1
icinde %3,5 PFA ile 30 dk fikse edildi, PBS ile yikanarak +4 °C’ye kaldirild1.

Kontrol EPE GPE

20.000
HUVEC/cm? 6 &
+
200 pg/mL
ekzozom

EBM+Ekzozom

Matrigel

Sekil 26. In vitro anjiyogenez deney semast.
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5.12.2.3. Anjiyogenez Deney Goriintiilerinin Analizi

Deneyin 12. saatinde her kuyucuktan 5x objektif biiyiitmesinde en az beser fotograf alindu.

ImageJ Angiogenesis Analyzer eklentisiyle 12. saatteki goriintiiler analiz edildi. Diiglim sayisi, dal

sayisi, toplam dal uzunlugu, ag sayisi, toplam uzunluk parametreleri istatistik analize dahil edilmek

tizere kaydedildi. Diigiim sayisi, anjiyogenez filizlenmesinin ilk siirecinde hiicre diigiimlerinin

olusumuna karsilik gelir. Dal sayis1 anjiyogenez filizlenmesinin bir Olgiitiidiir. Ag sayist limen

olusturmus hiicrelerin olgun anjiyogenez Olgiitiidiir. Toplam uzunluk, hiicre tiibiil yapilarinin

olusumu ve bunlarin bir ag olusturmak tizere her hiicreye yayilmasi siirecini iyi tanimlar (151).

Parametrelerin tanimlamalar1 Tablo 9 ve Sekil 27°de verilmistir. Analize yonelik 6rnek goriinti

Sekil 28’de verilmistir.

Tablo 9. Anjiyogenez dlgiitleri (152, 153).

Olciit Tammlama
Diigiim Sonraki dokuz pikselde en az ti¢ bitisik piksele sahip pikseller
Dal Bir kavsak ve bir ekstremiteyle baglantili ikili ¢izgi
Segment Iki kavsakla baglantili ikili ¢izgi

izole Segment
Ag

Toplam uzunluk

Bir baglanti noktasina ve u¢ noktaya ¢ok yakin baglanmig bir ikili hat
Etrafi segmentlerle ¢evrili kapali alanlarin haritas1

Analiz edilen alandaki segmentlerin, izole elemanlarin ve dallarin
uzunluklarinin toplama.
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Sekil 27. Anjiyogenez Olgiitlerinin gosterimi 5x biiyiitme.

Biiyiik resimde Vyesil ok: dal, kirmizi ok: digtim, <o ol cooont, * ag gosterir (153, 154).

Sekil 28. ImageJ Anjiyogenez analizi.

A: Tiip olusumunu gosteren bir faz-kontrast goriiniimii. 5x biiylitme. B: ImageJ Angiogenesis
Analyzer eklentisiyle goriintii analiz siireci ve dlgiilen parametreler, =« <coment kirmizi: diigim,

mavi: ayri yapilar, yesil: dal, acilk mavi: ag
5.13. Orneklerden qRT-PCR ile VEGFR-2 ifade Diizeyinin Analizi

Calismada EPE, GPE ve kontrol gruplarina ait toplam 9 biyolojik drnek (her grup i¢in n=3)

kullanild1. Ug farkli gruba ait 1 cm'lik gobek kordonu parcasi iki arteri ve bir veni ¢ikartildiktan
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sonra kalan gobek kordonu stromasinin bir pargast qRT-PCR analizleri i¢in Eppendorf tiipleri
icinde -80 °C’ye kaldirildi. Deneylere baslarken yaklasik 10-30 mg doku (toplam 9 6rnek her
gruptan 3 6rnek havuz yapilarak calisildi) RNA icermeyen Eppendorf tiipe alindi. Uzerine 1 mL
Trizol eklendi ve sonikator (DLAB, D-160, Cin) ucu %?20-30 giigte 10-20 saniye 3’er kez
Eppendorf tiipe daldirildi. Bu islemler buz {izerinde yapildi. Doku tamamen pargalanip homojen
bir ¢ozelti elde edildiginde oda sicaklifinda bes dakika inkiibe edildi. Tiiplere 200 puL kloroform
eklendi ve iyice calkalanip on bes saniye vortekslendi. Oda sicakliginda bes dakika inkiibe
edildikten sonra 4 °C’de 12000 g’de on bes dakika santrifiijlendi (Thermo Scientific, Servall
Legend Micro 21R, ABD). Elde edilen ¢ozeltide iist faz RNA, orta faz DNA ve alt faz protein ile
organik atiklar icermekteydi. Ust faz (RNA) (yaklastk 500 pL) yeni bir Eppendorf tiipiine
alindiktan sonra lizerine esit hacimde soguk izopropanol eklendi. Cozelti 20 °C'de 10 dakika
bekletildikten sonra 4 °C’de 12000 g’de on dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrast dipteki beyaz
RNA ¢okeltisi tizerine 1 mL %75 soguk etanol eklendi ve kisa bir siireligine vortekslendi. Cozelti
4 °C’de 7500 g’de bes dakika santrifiijlendi. Etanol dikkatlice dokiildiikten sonra ¢okelti tamamen
kurumamasina dikkat edilerek havada 5-10 dakika kurutuldu. Cokelti 20-50 uL. RNAaz igermeyen
suyla restispande edildi. RNA 6rnekleri -80 °C'de ileri islemlere kadar saklandi (Sekil 29).

Deneylerin devaminda RNA oOrneklerinden miktar olglimii ve Kkalite kontrolii i¢in
spektrofotometrik 6l¢lim cihazi NanoDrop (BioSpec, Nano Spektrofotometre, ABD) kullanildi.
Cihaz baglatildiktan sonra RNA modu secildi ve bos okuma i¢in 1-2 uL RNAaz icermeyen su
damlatildi. Devaminda 1-2 ul RNA 6rnegi cihaza yiiklendi ve dlgiim yapildi. Olgiimler sonucunda
derisim (ng/uL), A260/A280 oran1 ~ 1,8-2,1 degeri RNA saflig1 i¢in uygun olarak belirlendi ve
calismaya dahil edildi. cDNA sentezinin yapilmasi i¢in toplam RNA miktarinin esit olmasi
gerektiginden esitleme igin toplam miktar 1000 ng olacak sekilde her 6rnekten ne kadar alinacagi

hesaplandi.

CcDNA sentezi devaminda ¢cDNA sentezi igin RNA sablonlart ve 4x Siiper RT qPCR
Karigimi (Medchem, HY-K0510A, ABD) buz iizerinde ¢6ziindiikten sonra ¢ozeltileri nazikge ve
karistigindan emin olana kadar karistirildi. Buz tizerindeki PCR tiipiine 5 pL 4Xx Stiper RT Karisima,
toplam RNA miktar1 100 ng'a denk gelecek kadar tiipe eklendi. Tiim tiiplerin son hacmi 20 pL
olana kadar ve 20 pL'ye kadar RNAaz igermeyen su eklendi. Bilesenler iyice karistirildiktan sonra

santrifiijle tiip dibine ¢oktiiriildi. Termal dongii (Thermocycler) cihazina tiipler yerlestirildikten
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sonra sirasiyla 25 °C’de bes dk, 55 °C’de on bes dk ve 85 °C’de iki dk programiyla g¢alistirildi.
Devaminda karigimin iizerine 80 L RNAaz igermeyen su eklenerek -20 °C’ye kaldirildi.

VEGFR2 F CAAGTGGCTAAGGGCATGGA  60.03 20 .

181
NM_002253.4 R ATTTCAAAGGGAGGCGAGCA  59.96 20
GAPDHNM_ F TGCACCACCAACTGCTTAG 57.98 19 6
0012897453 R GATGCAGGGATGATGTTC 5281 18

gRT-PCR deneyleri igin her érnege toplam 10 pL’lik reaksiyon karisimi eklendi. igeriginde
sirastyla 5 pulL 2x EvaGreen Master Mix (Bio-Rad, SsoFast EvaGreen Supermix, Birlesik Arap
Emirlikleri), 0,5 pL ileri primer (10 uM), 0,5 pL geri primer (10 pM), 2 uL cDNA ve 2 pL. RNaz
icermeyen su konarak hazirlandi. Uglii biyolojik tekrarla qRT-PCR deneylerinde analiz edilen her
belirte¢ icin kullanilan primerler asagida verilmistir. Ardindan qRT-PCR deneyleri i¢in termal
dongii programinda (Biorad, CFX96 Real-Time System, Birlesik Arap Emirlikleri) cihaz ayarlar
yapildi: 95 °C’de 2 dakika 1 dongii ile DNA denatiirasyonu, 95 °C’de 10-15 saniye denatiirasyon,
58-60 °C’de 15-30 saniye 40 dongii ile primer baglanmasi, 72 °C’de 20-30 saniye uzama ve sinyal
toplama agamalar1 gergeklestirildi. Son olarak erime egrisi analizi i¢in 60 °C’den 95 °C’ye kadar

(0,5 °C/saniye artis ile) 1 dongii gerceklestirildi.

Deneylerin devaminda qRT-PCR iirliniinii degerlendirmek i¢in agaroz jelde yiiriitme islemi
gerceklestirildi. Tlk olarak %2’lik jel i¢in 2 g agaroz 100 mL 1x Tris-asetat-EDTA tamponunda
mikrodalgada tamamen eriyene kadar 1sitildi. Hafif¢ce soguduktan sonra {izerine 7 pL Red Safe
eklendi ve ¢ozelti kaliba dokiildiikten sonra tarak yerlestirildi. Oda sicakliginda 20-30 dakika
donmasi ve katilasmasi beklendi. Elektroforez i¢in jel dokme islemi sonunda tarak ¢ikartildi, jel
tanka yerlestirildi ve lizerine 1x Tris-asetat-EDTA tamponu dokiildii. Her iiriin i¢in 5 pL qRT-PCR
tirtinii ve 1 pL 6x yiikleme boyas1 (master mix igeriyorsa eklenmez) karistirildi ve her bir kuyucuga
3 pL olacak sekilde DNA ladder 6rnekleri yiiklendi. 150 V’da 30-45 dakikada bandin yeterince
ayrilmasi gozlemlenene kadar elektroforez deneyi gergeklestirildi. Son olarak orneklerin
degerlendirilmesi amaciyla goriintiileme sistemi (Biorad, ChemiDoc MP Imaging System, Birlesik
Arap Emirlikleri) kullanilarak jel goriintiisii alindi. Kontrol, EPE ve GPE olgularindaki her 6rnek
icin VEGFR-2 genine ait Ct degeri, ayn1 6rnege ait GAPDH Ct degeriyle normalize edilerek ACt
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degeri hesaplandi. Grup karsilagtirmalart AACt yontemiyle yapildi ve bagil gen ifade diizeyleri 2/-

AACt formiilii ile hesaplandi. Istatistiksel analiz tek yonli ANOVA testi ile yapildi ve p<0.05

anlamli kabul edildi. PCR degerlerinin hesaplanmasi Tablo 10°da verilmistir.

Tablo 10. PCR daki degerlerin hesaplanmasi

1. ACt Hesaplamasi

Hedef gen: VEGFR-2
Kontrol geni: GAPDH.
ACt=Ct hedef —Ct GAPDH

2. AACt Hesaplamasi

Her deney grubu i¢in ACt degerleri, kontrol grubunun ortalama ACt degerine gore
karsilastirilarak AACt hesaplanmustir:
AACt=ACt Ornek— ACt kontrol

3. Kat Degisimi Hesaplamasi (Fold Change)

Ilgili genin ifade diizeyindeki relatif artis veya azalis su formiille hesaplanmustir:
Relatif Gen ifadesi (Fold Change) =2 —AAC
Bu hesaplama sonucu elde edilen degerler, her deney grubunda hedef genin kontrol grubuna

gore artis veya azalisini gdstermektedir.
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En alt: protein

Sekil 29. Sonikasyon islemleri

5.14. Histomorfometrik Olciimlerin Gergeklestirilmesi

Toplam otuz alt1 olgu hematoksilin-eozin ve Mallory-Azan trikrom boyasiyla boyandi.
Boyal1 preparatlardan gobek kordonu kesitlerine ait sayisal degerler Olciilerek kaydedildi.
Olgiimlerde iki tip sayisal veri elde edildi. Ilki kordonda bulunan yapilar (arter, ven, stroma)
tizerinde yapilan 6l¢limlerle; ikincisi, ilk degerler kullanilarak elde edilen matematiksel verilerden
olusturuldu. Sayisal degerler iki ana sinifta degerlendirildi: damarlara iligkin 6lgiimler ve gobek
kordonu stromasina iliskin 6l¢timler. Damarlara iliskin parametreler; arter damar alani, arter liimen
alani, arter duvar alani, arter liimen indeksi, ven damar alani, ven liimen alani, ven duvar alani, ven
liimen indeksidir. Kordona yonelik parametreler; kordon ¢api, kordon alani, stroma alani ve kordon
toplam damar alamdir. Olgiilen degerler Sekil 30°da sematik olarak gdsterilmistir. Olgiim
degerlerinin detayli tanimlayici bilgileri Tablo 11°de verilmistir. Gobek kordonundan elde edilen

ikincil veriler ve tanimlayici bilgileri Tablo 12’de verilmistir.
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Limen Alam
(um?)

Stroma Alam (um?)

Kordon Cap1 (mm)

Sekil 30. Histomorfometrik 6l¢iim parametreleri.

Rutin H&E ve Mallory Azan trikrom boyasiyla boyanan kesitlerden kesitteki 6l¢iimler
gerceklestirildi ve Excel 2016 programina kaydedildi.

Tablo 11. Histomorfometrik 6l¢iim parametreleri.

OLCULEN DEGERLER TANIMLAMA

Damarlarm kas tabakasinin stromayla komsu oldugu
bolgelerden cizilen kapali alandan yapilan 6l¢tim
Damarin endotel siirindan gegen kapali alanlardan
yapilan 6l¢iim

Damarlarim kas tabakasinin stromayla komsu oldugu
bolgelerden cizilen kapali alandan yapilan 6lgtim
Damarin endotel siirindan gegen kapali alanlardan
yapilan 6l¢iim

Kordonun tam kesitinin disindan farkli yonde
yapilan iki farkli 6l¢timiin ortalamasi

Kordonun tam kesitinin digindan ¢evrilerek alinan
Ol¢lim

Arter damar alani
Arter liimen alan1
Ven damar alant
Ven liimen alani
Kordon ¢ap1

Kordon alam

Tablo 12. Hesaplanan histomorfometrik degerler.

OLCULEN DEGERLER HESAPLAMA
Arter duvar alant Arter damar alani-Arter liimen alani
Arter liimen indeksi Arter liimen alani/Arter damar alani
Ven duvar alani Ven damar alani-Ven liimen alani
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Ven liimen indeksi Ven liimen alani/Ven damar alani
Stroma alam Toplam kordon alani- Toplam damar alani
Toplam damar alani Arter ve ven damar alanlarinin toplami

5.15. Verilerin istatistiksel Analizi

Deney gruplarindan elde edilen tiim veriler bilgisayar ortamina aktarilarak sayisallastirildi.

Gerekli hata kontrolleri ve diizeltmeler yapildi.

Endotel hiicrelerinin in vitro ortamda anjiyogenez performansini belirlemek amaciyla, her
bir deney grubundaki her bir kuyudan en az 5, en ¢ok 20 fotograf alindi. Kontrol grubundaki
kuyulardan 80, EPE grubundan 56 ve GPE grubundan ise 83 olmak iizere toplam 219 adet fotograf
elde edildi. Kuyulardan elde edilecek Ol¢iim degerlerinin fotograf sayilarindan etkilenmesini
onlemek amaciyla, her kuyu i¢in ¢ekilen tiim fotograflarin ortalamasi alinarak, her kuyuyu temsil

eden tek bir ortalama deger hesaplandi.

Olgiilen degiskenlerin deney gruplarinda normal dagilima uygunlugu Shapiro-Wilk testiyle
incelendi. Incelenen degiskenlerden ag sayisinin (Nb meshes), gruplarda normal dagilmadigi, diger
tiim degiskenlerin tiim deney gruplarinda normal dagilima uydugu goriildii. Normal dagilima uyan
degiskenlerin gdsteriminde ortalama + standart sapma, normal dagilmayan degiskenler i¢in ise

ortanca (¢eyreklikler aras1 genislik — CAG (IQR)) degerleri verildi.

Deney gruplar1 arasinda Ol¢lim degerlerini karsilagtirmak i¢in Ag Sayist (Nb meshes)
degiskeninde Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizi, diger tiim degiskenler icin ise
ANOVA analizi uygulandi. Karsilastirilan degiskenlerde gruplar arasinda fark bulundugunda,
farkin hangi gruptan kaynaklandigini belirleyebilmek i¢in Scheffe post-hoc testi veya Bonferroni
diizeltmeli post-hoc ikili karsilastirmalar yapildi. Diigiim sayisi, dal sayisi, toplam dal uzunlugu,

ag sayisi, toplam uzunluk parametrelerine ait bulgular verildi.

Gobek kordonunun farkli bolgelerinden Olgililen sinyal seviyelerinin normal dagilima
uymadiklar goriildii. Deney gruplar1 ve farkli bolgeler arasinda sinyal seviyelerini karsilastirmak
icin Kruskal-Wallis non-parametrik varyans analizi kullanildi. Fark bulundugunda, farkin

kaynagin1 belirleyebilmek i¢in Bonferroni diizeltmeli post-hoc ikili karsilagtirmalar yapildi.
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Histomorfometrik 6l¢iim degerlerinden bazilarinin normal dagilima uyduklari, bazilarinin ise
uymadiklari belirlendi. Histomorfometrik degerleri tanimlarken normal dagilan degiskenler icin
ortalama+Standart Sapma, digerleri i¢in Ortanca (CAG) degerleri verildi. Deney gruplari arasinda
histomorfometrik 6zellikleri karsilastirmak igin verinin yapisina gore ANOVA veya Kruskal-
Wallis testi uygulandi. Fark bulundugunda Bonferroni diizeltmeli post-hoc ikili karsilastirmalar

yapild.

Istatistiksel analiz ve hesaplamalar i¢in IBM SPSS Statistics 22.0 (IBM Corp. Released 2013.
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY, IBM Corp.), PCR hesaplamalari
ve grafigi i¢in GraphPad Prism 9 uygulamasi kullanildi. Diger tiim tablo ve grafik
diizenlemelerinde Microsoft Excel 2016 programi kullanilda. Istatistiksel kararlarda p<0,05 anlamli

farkliligin gostergesi olarak kabul edildi.
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6. BULGULAR

Gergeklestirilen deneyler ve toplanan veriler sonrasinda elde edilen bulgular 5 kategoride
degerlendirildi. Bunlar sirasiyla; (i) gébek kordonu histomorfometri bulgulari, (ii) hiicre kiiltiiri
bulgulari, (iii) doku ve hiicrelerden immiinofloresan isaretleme bulgulari, (iv) ekzozom tanimlama

ve dogrulama bulgulari, (V) in vitro anjiyogenez deney bulgulari.

6.1. Ekzozom Tanimlanmasi
Tiim gruplardan elde edilen kiiltlir hiicrelerinin son 48 saatinde a¢ birakilmasindan sonra
(ekzozom igermeyen FBS katkili kiiltiir medyumu) toplanan kiiltiir stvisindan ayristirilan ekzozom

ornekleri asagidaki teknikler kullanilarak tanimlandi.

6.1.1. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

SEM ile goriintiilemede, hiicrelerden elde edilen hiicre disi vezikiiller, standart SEM
takiplerinden sonra yiiksek biiyiitmeli (>80K) SEM analizlerine alindi. Ekzozomlarla tutarl
boyutta kiiresel yapilar, yer yer agregatlar izlendi (Sekil 31).

Sekil 31. Ekzozom SEM gozlemi.
Ayrnigtirmak tizere iglemden gegirilen sivi materyalin taramali elektron mikroskobunda (SEM)

yapilan gozlemlerinde 50-150 nm ¢apinda ekzozomlarla uyumlu kiiresel yapilarin yani sira

agregatlar (yildizlar) izlendi. Biiylitme orani: 140 kx
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6.1.2. Ekzozomlarda Protein Miktarinin Belirlenmesi

Hiicrelerden ekzozom ayristirma oncesi yapilan canlilik oran1 Kontrol olgularinda %74, EPE
olgularinda %76, GPE olgularinda %76"idi (Tablo 13). Hiicre sayilar1 kontrol grubunda
134,49x108, EPE 140,67x10°%, GPE 132,48x10° olarak izlendi. MicroBCA yontemiyle Olgiilen
protein miktari, kontrol grubunda 2380,58 ug, EPE grubunda 698,73 pg, GPE grubunda 816,04 pg

olarak olcildii.

Tablo 13. Ekzozom protein miktarlar1 ve hiicre sayilari.

Olgu tiirii Pasaj Canhhik Ekzozom Toplam hiicre
Oram protein (ng) (milyon hiicre)
Kontrol Pas %74 2380,58 134,49
EPE Pss %76 698,73 140,67
GPE Pas %76 816,04 132,48

6.1.3. Western Blot ile Ekzozom Yiizey Proteinlerinin Gosterilmesi

Ekzozom zarinda bulunan tetraspaninlerden (CD9, CD63, CD81) biri olan CD63 proteinine
uygun olarak 53 kDa’da ve CD9’a uygun olarak 25 kDa’da bant varligit Western Blotla belirlendi
(Sekil 32).

_ Ladder | 1/5 | 1/10 |

53 kDa

qD63

o o

CD9

Sekil 32. Western Blot yontemiyle ekzozomlarin CD63 ve CD9 protein igeriginin
belirlenmesi.
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6.1.4. Ekzozomlarin Boyut ve Sayilarinin Belirlenmesi

gNano® cihaziyla Ayarlanabilir Direncli Darbe Algilama yontemi kullamilarak, elde edilen

ekzozomlarin boyut ve yogunluk c¢aligmasi sonucunda, P3’teki hiicrelerin kiiltiir ortamlarindan,
ortalama 20,4 x 10° hiicreden ultrasantrifiijle elde edilen ekzozomlarin ortalama sayilar1 6,28 x10°

ve ortalama boyutlari literatiirde belirtilen boyut araligina uygun olarak 158,6 nm bulundu (Tablo
14).

Tablo 14. Ekzozom say1 ve boyutlari®!,

Ornek No Pasaj Toplam Hiicre Toplam Ekzozom Boyut ort.
Sayisi Sayisi Sayisi (nm)
1 Ps 21,6 x 108 14,12 x 10° 179
2 Ps 26 x 10° 3,48 x 10° 122
3 P3 13,9 x 108 1,244 x 10° 175
Ortalama 20,5 x 108 6,28 x 10° 158,6

6.2. Gobek Kordonu Histomorfometri Bulgulan

Olgulardan elde edilip laboratuvara getirilen kordonlarin PFA tespitinden sonra yapilan
dondurma kesitlerinin H&E ve MA ile yapilan boyamalar: iizerinde alinan 6lgiimlere gore arter
kesitlerinin alanlar1 6lgiilerek ortalamalar karsilagtirildi. Kontrol olgularinda (n=15) 3,85+1,17,
EPE olgularinda (n=14) 3,68+0,82, GPE olgularinda (n=14) 4,17+1,25 mm? olarak 6l¢iildii.
Gruplar arasi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,529) (Tablo 15).

Tablo 15. Arter kesit alani.

Gruplar Arter Kesit Alami (mm?)
Kontrol 3,85+1,17

EPE 3,68+0,82

GPE 4,17£1,25

ort+std.

Histomorfometrik verilerden arter liimen alani, kontrol olgularinda ortanca 0,11 (1=0,25),
EPE olgularinda 0,20 (1=0,14), GPE olgularinda 0,26 (1=0,15) olarak &lgiildii. Gruplar arasi fark

11 Ekzozom bulgular1 TTU-2022-2303 nolu BAP projesiyle yiiriitiilen ortak galigmalar sonucunda elde edilmistir.
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istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,041). Post-hoc anlamlilik testinde gruplar arasindaki

farkin kontrol gruplarindan kaynaklandig: goriildii (Sekil 33).

A B
p=0,041
Arter
- 0.5
G ruplar LAulI:Ifln (I=CAG) = 045 _ [ Kontrol
04 -
(mmz) é 0.35 T B EPE
Kontrol 0,11 (1=0,25) £ . B GPE
EPE 0,20 (1=0,14) 2%
GPE 0,26 (1=0,15) g 0.1
< 0,1 .
0,05 i
0
Gruplar

Sekil 33. Arter liimen alan1 verileri ve grafigi.

A: Arter liimen alanini gosteren tablo. EPE ve GPE olgularinda arter liimen alan1 genistir.
B: Kontrol olgular1 ve preeklampsi olgular1 (EPE ve GPE) arasindaki fark istatistiksel

olarak anlamlidir.

Boyal1 kesitler tizerinde ven kesit alanlari dlgiilerek gruplar arasindaki fark degerlendirildi.
Olgiimlerde kontrol grubunda 7,78+2,52, EPE grubunda 5,580+1,70 ve GPE grubunda 6,31+2,80
olarak olgiildii. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,084) (Tablo
16).

Tablo 16. Ven kesit alani.

Gruplar Ven Kesit Alam1 (mm?)
Kontrol 7,78+2,52

EPE 5,58+1,70

GPE 6,31+£2,80

Ven liimen alanlar1 Olciilerek gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Kontrol olgulari
2,40+0,23, EPE olgular1 2,07+0,48, GPE olgular1 2,46+0,58 olarak 6l¢iildii. Gruplar arasindaki
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,135) (Tablo 17).
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Tablo 17. Ven limen alani.

Gruplar Ven Liimen Alan1 (mm?)
Kontrol 2,40+0,23

EPE 2,07+0,48

GPE 2.46+0.58

Gobek kordonunun toplam gap 6lgtimleri kontrol olgularinda 11,01+1,23, EPE olgularinda
10,14+£2,19, GPE olgularinda 10,19+1,48 olarak ol¢iildii. Kordon caplarinda gruplar arasinda
olusan fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,282) (Tablo 18).

Tablo 18. Toplam kordon ¢api.

Gruplar Kordon Cap1 (mm)

Kontrol 11,01+1,23
EPE 10,14+2,19
GPE 10,19+1,48

Toplam kordon alan1 kontrol olgularinda 86,27+14,87, EPE olgularinda 82,51+28,71, GPE
olgularinda 86,37+30,77 olarak o6lgiildii. Kordon alani1 gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p=0,927) (Tablo 19).

Tablo 19. Toplam kordon alani.

Gruplar Kordon Alami (mm?)

Kontrol 86,27+14,87
EPE 82,51+28,71
GPE 86,37+30,77

Olgiimlerle elde edilen degerlerden hesaplanan bulgular asagida Tablo 20-25'te

ozetlenmistir. Once damarlarla ilgili, sonra stromayla ilgili sonuglar verilmistir.

Arter duvar alanlar 6lgiilerek gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Olgiimlerde kontrol
grubunda 3,68+1,09, EPE olgular1 3,40 + 0,68, GPE olgular1 3,85+1,19 olarak hesaplandi. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,481) (Tablo 20).

Tablo 20. Arter duvar alan.

Gruplar Arter Duvar Alam (mm?)
Kontrol 3,68+1,09

EPE 3,40+0,68

GPE 3,85+£1,19
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Histomorfometrik verilerden arter limen indeksi (liimen alani/kesit alani1), kontrol
olgularinda 0,04 (1=0,04), EPE olgularinda 0,06 (1=0,04) GPE olgularinda ise 0,07 (1=0,03) olarak
hesaplandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,034). Post-hoc analize
gore kontrol gruplariyla EPE ve GPE gruplar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliyd: (Sekil
34).

A B
p=0,034 O Kontrol
o B EPE
ATter % 0.12 B GPE
. Ortanca o
Gruplar Liimen o . g ol
indeksi degerleri . —
[P IA
Kontrol 0,04 (1=0,04)? g T .
EPE 0,06 (1=0,04)> = 0
- GPE 0,07 (1=0,03)° 2 004 0,04 -
*© farkl1 olan gruplar < o0 "
- Gruplar

Sekil 34. Arter liimen indeksinin veri ve grafigi.

A: Arter limen indeksini gosteren tablo. Arter limen indeksi preeklampsi olgularinda kontrollere
gore yiiksektir. B: Arter limen indeksi preeklampsi olgulariyla kontrol olgulari arasinda
istatistiksel anlamli farklilik bulunur. Preeklampsi olgular1 arasindaki fark istatistiksel olarak

anlaml1 degildir.

Ven duvar alanlan 6lgiilerek gruplar arasindaki fark degerlendirildi. Olgiimlerde kontrol
olgular1 4,71+1,42 EPE olgular1 3,50+1,23, GPE olgular1 4,04+1,62 olarak hesaplandi. Gruplar
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0,132) (Tablo 21).

Tablo 21. Ven duvar alana.

Gruplar Ven Duvar Alanlar1 (mm?)
Kontrol 4,71+£1,42

EPE 3,50+1,23

GPE 4,04+1,62
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Ven liimen indeksi kontrol gruplarinda 0,39 (1=0,08), EPE olgularinda 0,36 (1=0,09), GPE
0,37 (1=0,19) olarak hesaplandi. Gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(p=0,588) (Tablo 22).

Tablo 22. Ven limen indeksi.

Gruplar Ven Liimen Indeksi

Kontrol 0,39 (1=0,08)
EPE 0,36 (1=0,09)
GPE 0,37 (1=0,19)

Kordon stroma alan1 6l¢iimlerinde kontrol gruplart 71,10£12,07, EPE 69,92+27,23, GPE
71,73 + 28,33 mm?olarak hesaplandi. Gruplar arasindaki fark anlamli bulunmadi (p=0,987) (Tablo
23).

Tablo 23. Kordon stromas1 alani.

Gruplar Kordon Alan Degeri (mm?)
Kontrol 71,10£12,07

EPE 69,92+27.23

GPE 71,73+28,33

Gobek kordonunda arter ve venlerin toplam damar alan1 hesaplanarak gruplar arasinda
karsilastirildi. Kontrol olgularinda 15,52+4,64, EPE olgularinda 12,59+3,46, GPE olgularinda
14,64+4,48 mm? olarak bulundu. Ug grup arasinda toplam damar alami agisindan istatistiksel olarak
fark anlamli bulunmadi (p=0,227) (Tablo 24).

Tablo 24. Kordon damar alan.

Gruplar Kordon Damar Alam (mm?)
Kontrol 15,52+4,64

EPE 12,5943 46

GPE 14,64+4.48

Tablo 25. Gruplar aras1 histomorfometrik 6l¢iim ve hesaplama degerleri.

Histomorfolojik Olgiim I?r?gig))l EPE (n=14)*  GPE (n=14) P
Arter Alant (mm?) 3,85+1,17 3,68+0,82 4,17+1,25 0,529
Arter Liimen Alam (mm?) 0,11 (0,25)* 0,20 (0,14)° 0,26 (0,15)° 0,041
Ven Alan1 (mm?) 7,78+2,52 5,58+1,70 6,31+2,80 0,084
Ven Liimen Alan1 (mm?) 2,83 (2,09) 2,30 (0,90) 1,72 (1,50) 0,129
Kordon Cap1 (mm) 11,01£1,23 10,14£2,19 10,19+1,48 0,282
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Kordon Alani (mm?) 86,27+14,87 82,51+28,71 86,37+30,77 0,927

Arter Duvar Alam (mm?) 3,68+1,09 3,40+0,68 3,85+1,19 0,481
Arter Liimen Indeksi 0,04 (0,04)? 0,06 (0,04)° 0,07 (0,03)° 0,034
Ven Duvar Alan1 (mm?) 4,71+1,42 3,50%1,23 4,04+1,62 0,132
Ven Liimen Indeksi 0,39 (0,08) 0,36 (0,09) 0,37 (0,19) 0,588
Stroma Alan1 (mm?) 71,10+£12,07 69,92+27.23 71,734+28,33 0,987

Kordon Toplam Damar Alani

(mm?) 15,52+4,64 12,59+3,46 14,64+4,48 0,227

*Bu gruptaki olgularin 6 tanesi gelisme geriligi olmayan, geri kalan 8 tanesi 2200-2500 g aras1 dogum
agirhiginda olup klasik olarak gelisme geriligi tanimina uyan olgulardi.

Tablo 25°te olgiilen ve hesaplanan tiim histomorfometrik degerler &zetlendi. Bu
parametrelerden sadece arter limen alan1 ve buna bagli olan arter limen indeksinin kontrol
olgularinda, EPE ve GPE olgularindan anlamli diizeyde kiiclik oldugu goriildii. Diger 6l¢iim

parametrelerin tamaminda gruplar arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli degildi.

6.3. Hiicre Kiiltiira Verileri

Temmuz 2022-Mayis 2024 arasinda ii¢ gruptan (Kontrol, EPE ve GPE) toplam 71 olgu
almarak kiiltiir islemleri gergeklestirildi. Bu olgularin 24 tanesi kontrol, 23 tanesi EPE, 24 tanesi
GPE olgusudur. Ancak, tim olgular kiiltiir islemlerine dahil edilse de toplamda 7 olguda (2
Kontrol, 1 EPE, 2 GPE) kiiltiir islemlerinde hiicre {iremesi ger¢eklesmedi. Eksplant kiiltiirlerden
filizlenen hiicrelerin ekimden ilk pasajlama islemine kadar gegen ilk biiyiime stirecinde, (Po) %100
biiylime oranina erigsme siiresi ve ilk pasajlamadan sonra (P1) ikinci kez %100 ¢ogalma oranina
ulagsma siireleri kaydedildi. Po ve Pi1 degerleriyle ikisinin toplam siiresi her olgu i¢in tek tek
hesaplandi ve olgular arasinda karsilagtirma yapildi. Kontrol olgularinda Po siiresi 21,63+1,62 giin,
EPE olgularinda 19+2.0 giin, GPE olgularinda 20,73+2,34 giin olarak 6l¢iildii. Kontrol olgulariyla
EPE olgular arasindaki Po farki istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,004). P1 farki gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=1.000). Toplam kiiltiir siiresiyse (Po+P1) kontrol
grubunda 28,8+3,03 giin, EPE grubunda 26,20+2,88 giin, GPE grubunda 27,93+2,54 giin olarak
hesaplandi. Toplam kiiltiir siiresi gruplar arasinda karsilastirildiginda kontrol ve EPE olgularinin

ortalamasi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulundu (p=0,043) (Sekil 35).

75



A B

p=0,043
Pasaj  Kontrol EPE GPE T =
Po  21,63£L,6° 19£220° 20,73%23% & I
P1 7,19£1,97 7,20£1,781 7,20+£1,821 _% ;:1 5
Po+1 28,8+3,0°  26,20+2,8° 27,93+2,5% o i S
ab. fark gosteren gruplar S| |2 I
i B 72
. P, P, I
Kontrol EPE GPE

Sekil 35. Hiicre kiiltiirti verileri ve grafigi.

A Hiicre kiiltiir siirelerini gosteren tablo. Po siireleri erken baslangich preeklampside azalmisti.
B: Gruplarin kiiltiir siirelerini gosteren grafik. Kontrol gruplariyla erken baslangich

preeklampsinin Pg siireleri arasinda istatistiksel anlamli farklilik bulunur.

6.4. Kordonda ve Kiiltiir Hiicrelerinde VEGFR-2 ifadesi

6.4.1.Kordonda VEGFR-2 ifadesi

Calismada yer alan {i¢ gruptan alinan gébek kordonu kesitlerinde yapilan immiinofléresan
VEGFR-2 isaretlemesi stromanin {i¢ farkli (SAS, 1VS, PVS) alanindaki stroma hiicrelerinde, siiper
¢oziinlirliik konfokal mikroskobuyla goriintiilendi. Goriintiilemeler ardisik kesitlerde alindi ve
pozitif sinyal yogunluklar1 kantitatif bir yontem olan sinyal integrasyon teknigiyle ol¢iildii. Her
gruptan 10 kesit ve her kesitte de ortalama 10 hiicredeki sinyal yogunlugu 6l¢iildii; toplam Glgiilen
hiicre sayis1 345 idi. Hiicrelerin %10 "unda (n=30, %8,7) sinyal yogunlugunun 0 oldugu gorildi.
Sinyal alinabilen hiicrelerde sinyal yogunlugu gri degeri (0-255) iizerinden &lgiildii. Olgiilen
ortalama sinyal yogunlugu minimum 0,1, maksimum 105,81 idi. Bolgeler arasi sinyal yogunlugu
gruplar arasindaki farkin gézetilmedigi ol¢limlerde, tim gruplarda VEGFR-2 sinyal yogunlugu
SAS’te diger alanlardaki sinyal siddetine gore anlamli derecede (p<0,001) zayif bulundu (Sekil
36).
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120 p<0,001
Gruplar  Min ~ Maks  Ortanca (CAG) 100
SAS 0,00 64,83 13,20 (1=25,75) % 50
IVS 0,00 101,45 44,39 (1=36,25) g .
PVS 0,00 10581 30,78 (1=30,72) =
ab: fark gosteren gruplar 2 40 - -
20 13,20 —

SAS IvVS PVS

Sekil 36. Bolgelere gore sinyal ortanca degerleri (tiim olgular).

A: SAS diger iki alandan daha zayif sinyal siddeti gosterir. IVS en kuvvetli sinyal siddetine
sahiptir. B: SAS, IVS ve PVS arasindaki sinyal siddet farki istatistiksel olarak anlamlidur.

Tablo 26. Gruplar ve bolgeler arasi sinyal yogunlugu (piksel)

Grup Bolge Min Maks Ortanca (CAG) %2 p

SAS* 0,01 55,94 12,2701 (33,99)

Kontrol VS 4,33 101,45 56,8212 (38,92) 29,13 <0,001
PVS 10,44 105,35 37,9872 (47,27)
SAS* 0,00 64,83 9,59 (29,46)

EPE VS 0,00 95,79 46,24 (37,01) 13,91 <0,001
PVS 0,00 105,81 32,13 (43,91)
SAS* 0,00 45,35 17,04 (8,95)

GPE VS 0,00 74,71 35,10 (28,08) 29,61 <0,001
PVS 10,12 88,02 28,60 (19,61)

*Qrup ici farki yaratan bolge.

Ikinci olarak bélgeler arasindaki VEGFR-2 sinyal yogunlugu farki deney gruplar arasinda
degerlendirildi. Kontrol grubunda SAS bélgesinin sinyal diizeyinin IVS ve PVS bolgelerinden
anlamli miktarda diisiik oldugu goriildii (sirasiyla Z=4,893; p<0,001 ve Z=4,545; p<0,001). Benzer
sekilde EPE grubunda da SAS bdlgesinin sinyal diizeyinin IVS ve PVS bolgelerinden anlaml
miktarda diisiik oldugu bulundu (Sirastyla Z=3,604; p<0.001 ve Z=2.230; p=0.026). GPE grubunda
SAS boélgesinin sinyal seviyesi IVS ve PVS "ye gore diisiik bulundu (Z=4,471; p<0,001 ve Z=0,856;
p<0,001) (Tablo 26 ve Sekil 37).
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Kontrol EPE GPE

p<0,001 p<0,001
—_— —l . p<0,001

100 _
50
E 80
g
wy 60
T
— 40
S\
=
= 20| |12,27 9,59 @

O )

SAS IVS PVS SAS IVS PVS SAS IVS PVS

Sekil 37. Gruplar aras1 ve her gruptaki bolgeler arasi sinyal yogunlugu degerlendirmesi.

Tim gruplarda VEGFR-2 sinyal yogunlugu SAS’te diger alanlardaki sinyal siddetine gore
anlamh derecede (p<0,001) zayif bulundu.

Tablo 27. Bolgelerin gruplar arasi sinyal yogunlugu farki.

Grup Bolge Min Maks Ortanca (CAG) 12 p

n Kontrol 0,01 55,94 12,27 (33,99)

31) EPE 0,00 64,83 9,59 (29,46) 4.210 0.122
GPE 0,00 45,35 17,04 (8,95)

o Kontrol 4,33 101,45 56,82 (38,92)

> EPE 0,00 95,79 46,24 (37,01) 5,017 0.081
GPE 0,00 74,71 35,10 (28,08)

o Kontrol 10,44 105,35 37,98 (47,27)

E EPE 0,00 105,81 32,13 (43,91) 4,000 0,135
GPE 10,12 88,02 28,60 (19,61)

Bu konuyla ilgili son hesaplama ii¢ gruptaki her bir alanin gruplar iginde birbiriyle
kiyaslamasiyla yapildi. Gobek kordonunun ayni bolgesinden 6l¢iilen sinyal yogunluklar1 arasinda
bir fark bulunmadi, tiim gruplarda SAS diger alanlara gore daha zayif VEGFR-2 sinyal
yogunluguna sahipti (Tablo 27). Sekil 38 gruplarda yapilan dokuya iliskin immiinofléresan

goriintiilemeleri gostermektedir.
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Kontrol

SAS

s |

PVS

Sekil 38. Gobek kordonu farkli bolgelerinden alinan immiinofloresan goriintiiler.

*Amniyon epitelini gosterir. Gruplar arasinda bolgelerde sinyal yogunluklar: arasinda bir fark
gozlenmedi. SAS, IVS ve PVS’ye gore sinyal yogunlugu agisindan zayif gézlendi. IVS ve PVS
sinyal yogunluklar1 IVC lehine goézlense de istatistiksel anlamlilik gézlenmedi. Ye

mavi: DAPI. Olgiim ¢ubugu: 20 um.

6.4.1. Hiicrede VEGFR-2 ifadesi

Her gruptan P3’e ulagan kiiltiir hiicrelerinde VEGFR-2 diizeyleri ve hiicre i¢i dagilimi

immiinofloresan teknigiyle isaretlenip yiiksek ¢oziiniirliiklii konfokal mikroskopta kaydedildi. Her
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ornekten en az 27 hiicre olmak tiizere toplam 101 hiicrenin sitoplazmasindan yapilan sinyal
integrasyon hesaplamalarina gore, kontrol grubunda 4,15+0,22, EPE grubunda 1,94+0,1, GPE
grubundaysa 1,62+0,14 olarak 6lgiildii. Olgulara ait minimum, maksimum ve ortalama degerler

Sekil 39°da verilmistir.

A B
p<0,001
5,0
En En 45 [
Grup  kiiciik  biiyik Ort+SD 40 I
(min)  (156) B 35
Kontrol 2,16960 9,72851 4,15+0,22 ey B
EPE  0,79701 3,94859  1,9440,1 = 20 415
GPE  0,2500 3,63238 1,62:0,14 g1
ab. fark gosteren gruplar s 05

Kontrol EPE GPE

Sekil 39. Hiicre kiiltiirii VEGFR-2 sinyal yogunluk degerleri.

A: Hiicre Kkiiltiirii sinyal degerlerini gosteren tablo. B: kontrol olgulari preeklsmpsi
gruplarindan gii¢lii sinyal yogunlugu gosterdi. EPE gruplart GPE gruplarindan yiiksek gozlendi
fakat fark istatistiksel olarak anlamli degildi.

Hiicre kiiltlirlerinden yapilan dlglimlerde gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulundu (p=0,001). Farkin hangi gruplardan kaynaklandigin1 anlayabilmek i¢in Bonferroni post-
hoc testi uygulandi. Post-hoc test sonuglarina gore kontrol gruplarina ait ortalamalar EPE ve GPE
gruplari ortalamalarindan belirgin olarak (sirasiyla p<0,001 p=0,001) yiiksek bulundu. EPE ve
GPE gruplan arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,382). Sekil 40 hiicre

kiltliriinde tespit edilen hiicrelerde gergeklestirilen immiinofloresan isaretlemeleri gostermektedir.
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Negatif Kontrol VEGFR-2 Hoechst

K.ntr.l. . .

) .-.
GPE ...

Sekil 40. Hiicre kiiltiiriinde VEGFR-2 immiinofléresan boyama paneli.

Kontrol olgular1 EPE ve GPE gruplarindan daha yogun boyanma gosterdi. Ol¢iim ¢ubugu: 50 um.

6.5. iIGK-MSH karakterizasyonu

Kontrol gruplarindaki gobek kordonundan alinan doku parcalarinin kiiltiir kabina
yapismasinin ardindan 8-10. giinlerde ig seklinde hiicrelerin filizlenmesi ve ¢ogalmasi gézlendi.
Hiicreler ortalama 21. glinde Po’dan Pi’e gecirildi. Hiicreler P3’e ulastiginda (Sekil 41) akim
sitometri yontemiyle multipotent stroma hiicrelerinin mezenkimal kok hiicre belirteclerini (CD73,
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CD90 ve CD105) >%095 diizeyinde ifade ettigi, negatif belirtegleri (CD34 ve CDA45) ise ifade
etmedigi belirlendi (Sekil 42).

Sekil 41. iGK-MSH eksplant kiiltiirti.

Insan gébek kordonunun eksplant kiiltiiriiyle ¢ogaltilan P3 multipotent stroma hiicreleri.Siyah ok
bast: iGK-MSH hiicreleri. Hoffman Modiilasyon Kontrast Mikroskobu (Olympus; Tokyo,
Japonya). 10x objektif biiyiitmesi. Ol¢iim ¢ubugu 100 pm.

8 Gate: (Cells in all) Gate: (Cells in all) g Gate: (Cells in all) 8 Gate: (Cells in all) -
4-L V4-R 2-L V2-R L V3R | -L VI-R
.0% 100.0 M.osa 100.0%) H%-% 99.3%) &.9% 0.1%)
8 5 8- 8-

§1 $ §- g

€ € € <

H H H 3

o o Q o
& &1 & 21
@ T @ T o Rls T T

P R B I P S B I R w w2 WP Wt WS S W2 wl wl w? wh Wt
FL4 CD73 APC -A FL1 CD90 FITC-A FL3 CD105 PerCP-Cy5.5-A FL2 NEG CKTL-PE-A

Sekil 42. iGK-MSH akim sitometri 6l¢timii.

Insan gobek kordonu multipotent stroma hiicrelerinin yiizey belirteglerinin (CD73, CD90,
CD105 antikorlar1 ve negatif) akim sitometriyle analizi.
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6.6. Gobek Kordonu Stromasinda VEGFR-2 Proteininin ifadesi

VEGFR-2 gen ifadesi diizeyleri, kontrol, EPE ve GPE gruplar arasinda karsilastirildi. Gen
ifade diizeyleri 2"-AACt formiilii kullanilarak bagil ifade degerleri hesaplandi. GAPDH geni
referans gen olarak kullanildi. Kontrol grubunda VEGFR-2 bagil ifade diizeyi 1,59 olarak tespit
edilirken, EPE grubunda belirgin bir azalma gézlenmis ve ortalama ifade diizeyi 0,49 olarak
bulunmustur. GPE grubunda ise ifadesi 1,08 diizeyindedir. Istatistiksel analiz sonucunda, kontrol
ile EPE grubu arasindaki fark istatistiksel olarak anlamlidir (p<0,05). Kontrol ile GPE grubu
arasindaki fark anlamli degildir. EPE ile GPE grubu arasindaki fark da anlamli bulunmamustir. Bu
veriler, EPE grubunda VEGFR-2 gen ifadesinin anlamli diizeyde baskilandigini; GPE grubunda
ise ifade diizeyinin kontrol grubuna benzer oldugunu géstermektedir. Sekil 43 gruplar arasindaki

VEGFR-2 protein ifade diizeylerini gostermektedir.

Goreli Gen ifadesi (GAPDH'e gore kat —_—

artig1)=2"2ACt : y—‘
OlguNo Kontrol  EPE GPE .y
1 1,08 0,49 0,95 e
2 2,19 0,34 1,00 = 08
3 1,50 0,65 1,15 5 o
Ort 1,59 0,49 1,03

’ Kontrol EPE GPE

Sekil 43. Gruplar aras1 PCR ifade diizeyleri.

Kontrol olgulart EPE olgularindan anlamli farklilik gosteren ifade diizeyleri gosterdi. EPE ve

GPE arasinda istatistiksel bir fark gelismedi.

6.7. In vitro Anjiyogenez

Tiim gruplarda P3’e ulagsmis kiiltlir hiicrelerinden elde edilen, dondurularak saklanmis ve
kullanim &ncesi ¢oziilmiis ekzozomlar HUVEC hiicre hattryla 20.000 hiicre/cm? olacak sekilde
Matrigel® ile kaplanmis plastik petri yiizeylerinde in vitro anjiyogeneze alindi ve 18 saat siireyle
izlendi. 12-14 saat araliginda anjiyogenezin maksimum diizeye ulastigi (Sekil 47), daha sonra
HUVEC lerin ¢ogalmasiyla birlikte bu organizasyonun bozuldugu izlendi. 12-14 saatlik dilimde

gruplar 5 parametreyle degerlendirilerek anjiyogenez potansiyeli ortaya kondu. Tiim gruplarda
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diigiim sayis1 ortalamasi en az 55,0, en ¢ok ise 630,1 olarak hesaplandi. Diigiim sayis1 ortalamasi
293.,9 + 155,8 olarak bulundu.

A B
6 p<0,001
600 |
Gruplar Min Maks Ort+SS -
Kontrol 400,9 630,1 489,8 +92,3% —i 200
EPE 2047 3222 24094431 ]
GPE 550 4018 199,1+1235" 27 yre [ |
Genel 55,0 630,1 293,9+155,8 a
ab. fark gosteren gruplar 100

Kontrol EPE GPE

Sekil 44. Anjiyogenez diigiim sayilar1 verileri ve grafigi.

A: Kontrol gruplar1 diger gruplardan daha yiiksek diiglim sayis1 ortalamasi gosterir. B: Kontrol

olgular1 daha yiiksek performans degerleri gosterdi, bu fark istatistiksel olarak anlamli goriildii.

Sekil 44A’daki tabloya gore, gruplar arasinda diigiim sayilar1 agisindan en az bir grup
digerlerinden istatistiksel olarak farkli bulundu (F=22,103; p<0,001). Farkli grubu belirlemek i¢in
yapilan post-hoc ikili karsilagtirmalar sonucunda EPE ve GPE gruplarinin kontrol grubundan farkl
oldugu (her ikisi i¢in de p<0,001), EPE ve GPE gruplar1 arasinda ise anlamli bir farklilik olmadig:
(p=0,659) belirlendi. En yiiksek diigiim sayisi ortalamasi kontrol grubunda, en az diigiim sayisi

ortalamasinin ise GPE grubunda oldugu gortildii.

Calisma gruplar1 arasinda toplam dal sayisi ortalamalarmin 31,75 ile 154,73 arasinda

degistigi ve ortalamasinin 83,63+26,7 olarak belirlendi (Sekil 45).
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160 p<0,001
140 |
Gruplar Min Maks Ort.+SS o 120 } _t
Kontrol 92,0  154,7 115,7+ 19,32 & 100
EPE 66,0 1058 81,6+12,5 g %0
GPE 31,8 855  62,8+15,8° Z 60 115.7
Genel 31,75 154,73 83,63 +£26,70 T 40
ab. fark gosteren gruplar 20
0 Kontrol EPE GPE

Sekil 45. Anjiyogenez dal sayis1 verileri ve grafigi.
A: Gruplar aras1 toplam dal sayis1 ortalamalarin1 gosteren bir tablo. B: Kontrol olgular1 daha

yiiksek performans degerleri gosterdi, bu fark istatistiksel olarak anlamli goriildii.

Sekil 45A°daki tabloya gore; gruplardan en az birinde toplam dal sayisi ortalamasi
digerlerinden farkliydi (F=17,067; p<0,001). Farkli grubu belirlemek i¢in yapilan post-hoc ikili
karsilagtirmalar sonucunda Kontrol grubunun, EPE ve GPE gruplarindan daha yiiksek toplam dal
sayis1 ortalamasina sahip oldugu (sirasiyla p=0,002 ve p<0,001) bulundu. EPE ve GPE gruplari
arasinda ise toplam dal sayisi ortalamalarinin birbirine yakin oldugu, aralarinda fark olmadig:

(p=0,066) belirlendi.

Gruplarda ag sayisi ortalamasi en az 1,5 ve en ¢ok 42,1 olarak belirlendi, Ag sayis1 ortancasi
ise 10,5 (CAG=20,1) seklinde hesapland1 (Tablo 46).
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Gruplar ~ Min Maks Ortanca(CAG)
Kontrol 18,9 42,1 24,0(1=12,7)*
EPE 53 18,7 9,6 (1=6,0)°
GPE 15 31,5 6,0 (1=27,0)°
Genel 15 42,1 10,5 (1=20,1)

ab. fark gosteren gruplar

Sekil 46. Anjiyogenez ag sayilari verileri ve grafigi.

Ag Sayisi

120

100

80

60

p<0,015

—

{09@

Kontrol

EPE

GPE

A: Gruplar aras1 toplam ag sayis1 ortalamalarini gdsteren bir tablo. B: Kontrol olgular1 daha

yiiksek performans degerleri gosterdi, bu fark istatistiksel olarak anlamli goriildii.

Sekil 46A"daki tabloya gore gore; deney gruplarindan en az birinde ag sayisi ortalamasinin

digerlerinden farkl1 oldugu bulundu (%?=8,440; p=0,015). Yapilan Bonferroni diizeltmeli post-hoc

ikili karsilagtirmalara goére Kontrol grubunun, EPE ve GPE gruplarindan yiiksek ortancaya sahipti

(sirastyla p=0,038 ve p=0,025), EPE ve GPE gruplarinda ise ag sayis1 ortancalarinin istatistiksel

olarak benzer oldugu (p=1,000) belirlendi.

Toplam wuzunluk ortalamasi deney gruplari agisindan incelendi.

s

Toplam uzunluk

ortalamasinin 7757,0 — 22188,9 arasinda degistigi ve 13867,1 + 3495,6 piksel ortalamaya sahip

oldugu hesaplandi. Deney gruplarina gore toplam uzunluk ortalamalar: piksel bazinda Sekil 47 de

gosterildi.
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25 p<0,001
Gruplar ~ Min Maks Ort+SS |
18406,6 = o 20
Kontrol 15666,4 22188,9 2130.6° § [
12554,6 + L 15
EPE 11463,0 14438,2 914,30 _g
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Genel 77570 221889 0Tt T
ab. fark gosteren gruplar 5

Kontrol EPE GPE

Sekil 47. Anjiyogenez toplam uzunluk ortalamalar1 verileri ve grafigi.

A: Gruplar arasi toplam uzunluk ortalamalarini gosteren bir tablo. B: Kontrol olgular1 daha

yiiksek performans degerleri gosterdi, bu fark istatistiksel olarak anlamli goriildii.

Sekil 47A’daki tablo incelendiginde; gruplarindan en az birinin toplam uzunluk
ortalamasinin digerlerinden farkli oldugu (F=23,279; p<0,001) goriildii. Farkli grubu belirlemek
i¢in yapilan post-hoc ikili karsilastirmalar sonucunda kontrol grubunun, EPE ve GPE gruplarindan
daha yiiksek toplam uzunluk ortalamasina sahip oldugu (sirastyla p<0,001 ve p<0,001) hesaplandi.
EPE ve GPE gruplan arasinda ise toplam uzunluk ortalamalarinin istatistiksel olarak farksiz

oldugu, birbirine yakin degerler aldiklari (p=0,701) goriildii (Sekil 47).

Calisma gruplarinda toplam dal uzunlugu ortalamalarin 2582,3 — 9550,6 piksel arasinda
degistigi ve ortalamalarinin ise 5571,0 + 1657,7 piksel oldugu belirlendi. Gruplardan en az birinin
toplam dal uzunlugu ortalamasinin digerlerinden farkli oldugu (F=25,968; p<0,001) goriildii (Sekil
48). Farkli grubu belirlemek igin yapilan post-hoc ikili karsilastirmalar sonucunda kontrol
grubunun EPE ve GPE gruplarindan daha yiiksek toplam dal uzunlugu ortalamasina sahip oldugu
(her ikisi i¢in de p<0,001) bulundu. EPE ve GPE gruplar1 arasinda ise toplam dal uzunlugu

ortalamalarinin istatistiksel olarak farksiz oldugu (p=0,097) goriildii.

Sekil 49 in vitro anjiyogenez deneyi sonrasi elde edilen tiip olusumuna ait goriintiileri igerir.
Kontrol olgular1 EPE ve GPE olgularindan belirgin daha iyi anjiyogenik parametre degerlerine
sahiptir.
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Gruplar Min Maks Ort£SS
Kontrol 63437  9550,6 72%65’,5;
EPE 40102 66372 527?362’?
GPE 25823 54779 4391215’;*
Genel 25823 9550,6 ngé;‘?f

ab. fark gosteren gruplar

Toplam dal uzunlugu x1000

—
o o

S = N W A N9

p<0,001

Kontrol EPE GPE

Sekil 48. Anjiyogenez toplam dal uzunlugu ortalamalar1 verileri ve grafigi.

A: Gruplar arasi1 toplam dal uzunlugu ortalamalarini gosteren bir tablo. B: Kontrol olgular1 daha

yiiksek performans degerleri gosterdi, bu fark istatistiksel olarak anlamli goriildii.
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Kontrol

EPE

GPE

Sekil 49. Anjiyogenez tiip olusum deneyi goriintiileri.
Uc grubun in vitro anjiyogenez gériintiileri. Kontrol olgularinda EPE ve GPE gruplarindan daha

etkin anjiyogenez goriilmiistiir. Kontrol grubu daha belirgin yapilara sahiptir. Olgiim ¢ubugu: 200

pm.
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7. TARTISMA

7.1. Preeklampsi ve Fetal Gelisim Geriligi

Preeklampsinin farkli baslangi¢cli tlirleri bulunur. Farkli baslangigli tiplerin varligi
patofizyolojideki farkliligin temelidir. Erken baslangi¢clhi preeklampsi daha ¢ok plasenta
kokenliyken ge¢ baslangich preeklampsi maternal kaynakli gelisir (118). Preeklampsi etkisinin
anlasilmasi i¢in preeklampsi semsiyesi altinda bulunan iki farkli tipin (EPE ve GPE) ayri ayri
degerlendirilmesi gereklidir. Erken baslangi¢li preeklampsi IUGR ile daha sik birliktelik igerir.
IUGR preeklampsiden bagimsiz olarak da gerceklesebilir. Ayrica preeklampsi olgular1 gelisim
geriligi gelismeden de gergeklesebilir. Saito ve arkadaslari yaptiklar ¢alismalarda preeklampsinin
gelisim geriligi olmadan da ilerleyebilecegini gostermistir (157). Ayrica Divband ve arkadaslar
IUGR nin bagimsiz bir degisken oldugunu gostermistir (158). Biz de bu bilgiler 1s18inda
olgularimizi iki ayr alt tipten ve IUGR etkisini diglayarak segtik. Bu yaklasimla preeklampsi

baslangicinin anjiyogenez tizerindeki etkisini daha etkin degerlendirmeyi hedefledik.

7.2. Anjiyogenez ve Preeklampsi

MSC hiicrelerinin anjiyogenez uyarici ve artirict etkileri bilinmektedir. Divband ve
arkadaglarinin gobek kordonu MSH’den elde edilen ekzozomlarin HUVEC {izerine verildiginde
HUVEC’in proanjiyogenik molekiilleri ifade ettigini géstermistir (158). Bu ¢alisma MSH nin
endotel tizerinde in vitro anjiyogenez artirici etkilerini gosterir. Xiong ve arkadaslar1 preeklampsi
modeli yaratilan olgularda desidua kdkenli MSH den elde edilen ekzozomlarin preeklampsi modeli
yaratilan farelere enjeksiyonu sonucunda, deneklerde preeklampsi belirtilerinde azalma ve plasenta
agirliklarinda artis gozlemlenmistir. Calismada, belirtilerin azaldigi dokulardan yapilan immiin
boyamalarda CD31+ yeni mikrovaskiiler damar yogunlugunda doz bagmmli artis oldugu
gozlenmistir. Bu literatiir 15181inda preeklampsinin plasenta kaynakli anjiyogenezi baskiladig: ve
MSH ekzozomlariin in vivo proanjiyogenik etkilerinin varlig1 es zamanl olarak goriiliir. Ancak
bu bilgi erken ve geg¢ baslangigli preeklampsinin anjiyogenez tizerindeki etkisini agiklamamaktadir

(144).

Calisgmamizda EPE ve GPE’ye ait gobek kordonu stroma hiicrelerinin endotel hiicreleri

tizerindeki etkisini test ettik. Preeklampsi olgulara ait gobek kordonu stromasindan basarili
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sekilde ekzozom ayristirdik. Elde ettigimiz ekzozomlar ile endotel hiicreleri lizerinde in Vitro
anjiyogenez deneylerini gergeklestirdik. Anjiyogenez iizerinde preeklampsi olgularindan elde
ettigimiz ekzozomlar, kontrol olgularindan elde ettigimiz ekzozomlara gore daha zayif etki
gosterdi. Kontrol olgulariyla preeklampsi olgular1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi.
Bu bulgu bize preeklampsinin MSH ekzozomlarinin anjiyogenik potansiyelini in vitro ortamda da
etkiledigini gosterdi. Gu ve arkadaslart HUVEC {izerinde preeklamptik ekzozomlarla yaptiklari in
vitro tiip olusum deneyinde anjiyogenezin azaldigint gostermistir (159). Bulgular ¢alismamizda
elde ettigimiz bulgularla uyumluydu. Fakat Gu ve arkadaslar1 trofoblastlarla olusturulan in vitro
preeklampsi modeli tizerinden ¢alisilmistir ve ekzozomlar in vitro ortamda gelistirilen preeklampsi
modeli lizerinden elde edilmistir. Ying ve arkadaslar1 da ¢alismasinda gobek kordonu kanindan
elde edilen ekzozomlarin HUVEC in in vitro anjiyogenezini azalttigin1 gostermistir (160). Her iki
calismada preeklampsinin anjiyogenez lizerindeki etkisini anlamak agisindan etkili ¢aligmalardir.
Literatiirde benzer konuyu ele alan ¢ok az sayida ¢alisma mevcuttur. Mevcut iki ¢calismada da EPE
ve GPE ayrimi1 yapilmaksizin genel preeklamptik olgular degerlendirilmis, dolayisiyla alt gruplar
arasi biyolojik farkliliklar g6z ardi edilmistir. Bu ¢aligmalardan biri preeklampsi modelini in vitro
kosullarda indiikleyerek olusturmus, digeri ise ekzozomlari kordon kanindan ayristirmistir. Bu
durum, preeklampsi sirasinda maternal-fetal etkilesimden dogrudan etkilenen stroma hiicresi
mikrogevresinin goz ardi edildigini disiindiirmektedir. Calismamizdaki ekzozomlar ise gobek
kordonu stromasindan ayristirilmis ve dogal preeklampsi seyri i¢inde elde edilmistir. Bu yaklasim,
fizyolojik duruma daha yakin bir model sunmasi agisindan 6nemlidir. EPE ve GPE gruplarinin ayri
ayr1 incelenmis olmasi, ¢calismamizin bir diger 6zgilin yoniidiir. Preeklampsinin heterojen dogasi
g6z oniine alindiginda, EPE ve GPE nin tek bir grup olarak degerlendirilmesi, kritik biyolojik
farklarin maskelenmesine neden olabilir. Her iki grup ortak patolojik mekanizmalar1 paylasmakla
birlikte, EPE genellikle plasental kokenli, GPE ise daha ¢ok maternal endotel disfonksiyonuyla
iliskili kabul edilmektedir. Bu baglamda, EPE olgularindan elde edilen ekzozomlarin anjiyogenez
tizerindeki etkisinin GPE’ye kiyasla biyolojik olarak daha giiclii olmas1 dikkat ¢ekicidir. Ancak
calismamizda kullanilan EPE olgularinda intrauterin gelisme geriligi bulunmamasi ve dogum
agirliklarinin 2500 g tizerinde olmasi, bu grubun klasik EPE fenotipinden sapmis olabilecegini ve

farkliliklarin daha silik gériinmesine neden olabilecegini gostermektedir.

Calismamizda go6zlenen anjiyogenez disiisii, ekzozomlarin igerdigi proanjiyogenik
faktorlerdeki azalma veya antianjiyogenik molekiillerdeki artigla iligkili olabilir. Ekzozomlarin

icerik farkliliklarinin, stroma hiicrelerinin preeklamptik mikrogevrede maruz kaldigi hipoksi,
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inflamasyon ve oksidatif stres diizeyinden etkilendigi bilinmektedir (161). Ancak ¢alismamizda
kullanilan ekzozomlar normoksik kosullarda test edilmis olup, bu da preeklampsiye 06zgii
iceriklerin hiicreler iizerindeki etkilerini tam olarak ortaya koymada sinirlayici olabilir. Ayrica
hastalardan elde edilen ekzozomlarin havuzlanarak kullanilmasi, bireyler arasi biyolojik
varyasyonlarin etkisini azaltmakla birlikte, baz1 6zglin molekiilerin goriiniirliigiinti zayiflatabilir.
Sonug olarak, EPE ve GPE olgularindan elde edilen ekzozomlarin anjiyogenezi baskilayici etkileri
oldugu goézlemlenmistir. Calismamizda EPE grubunun IUGR igermeyen, daha hafif fenotipteki
olgularla sinirli olmasi, EPE ile GPE arasindaki farkin derecesini diistirmiis olabilir. Bu durum,
farkli preeklampsi alt tipleri arasinda ekzozom diizeyindeki olasi farkliliklar1 saptamay1 in vitro
yontemle zorlagtirmistir. Bu noktada gruplarin igerisine 6zellikle gelisme geriligi olgulari ve
preeklampsi olgulariyla sadece gelisme geriligi olan olgularin da eklenmesi gerekliligini
gostermistir. Ayrica olgulardaki heterojenitenin varligin her ne kadar havuz islemi yapilsa da
biyolojik keskinligi azaltmis olabilir. Gelecekte yapilacak c¢alismalarda, gelisme geriligi olan ve
olmayan EPE alt gruplarinin ayri olarak degerlendirilmesi, EPE ve GPE arasindaki farklarin daha
net ortaya konmasini saglayabilir. Sonug olarak, bu ¢alisma EPE ve GPE olgularindan elde edilen
ekzozomlarin anjiyogenezi baskiladigini, kontrol grubu ekzozomlarinin ise anlamli diizeyde daha
yiiksek anjiyogenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir. Literatiirde bu konuya iliskin sinirh
sayida calisma bulunmakta olup, bu ¢alismalarin ¢ogunda preeklampsi tipleri ayristirilmamis ve
hiicre kaynaklar1 ile modelleme yontemleri ¢calismamizdan farklilik gostermektedir. Bu baglamda
calisgmamiz, hem kaynak hiicre (stroma hiicresi) se¢imi hem de EPE-GPE ayrimi agisindan
literatiire 6zgiin katkilar sunmaktadir. Gelecekte yapilacak caligmalarda, ekzozom igeriklerinin
daha ayrintili proteomik ve miRNA analizleri ile tamimlanmas: ve hipoksik kosullarda

modellenmesi, preeklampsi tiplerine 6zgii etkilerin daha net anlasilmasini saglayacaktir.

7.3. Preeklampsi ve VEGFR-2

Preeklampsi, anjiyogenezi ve endotel islevlerini olumsuz etkiler. Bu etkilerini kandaki
antianjiyogenik molekiillerin diizeyini artirarak ve proanjiyogenik molekiillerin miktarini azaltarak
yapar (162). Molekiillerden VEGFR-2 endotel hiicrelerinde yiiksek diizeyde ifade edilir.
Preeklamptik olgularda gelisen endotel disfonksiyonu plazmadaki VEGFR ve ¢oziinebilir VEGFR-
2 seviyesindeki azalmayla iligkili bulunmustur. Ozellikle ciddi belirtileri olan olgularda serumda
VEGFR-2 seviyesini azaltan inhibitor molekiillerin varlig1 belirlenmistir. Atakul ve arkadaslari

preeklamptik gebelerin kanindan aldiklar1 serum orneklerinde VEGFR-2 seviyesini azalmig
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izlemistir. Bu molekiillerin kaynag: plasenta ve ekleridir (163). Farkli bir ¢alismada istrate ve
arkadaslar1 koryon villuslarindan alinan 6rneklerde preeklamptik olgularda VEGFR-2 seviyesinin
azaldigin1 immiinohistokimyasal isaretlemeyle gostermistir (164). Bu ¢alismada trofoblastlardaki
ifade diizeyleri degerlendirilmistir. Siddetli preeklampsi olgularinda Munaut ve arkadaslarinin
yaptig1 bir ¢alismada kanda VEGFR-2 molekiiliiniin kontrol gruplarina gore azaldigi, dogum
sonrasinda da serum diizeyindeki degisimin daha yavas oldugu izlenmistir (165). Bu ¢aligmada
PCR ile kandaki seviyeleri degerlendirilmistir. Almasry ve arkadaslar1 preeklamptik olgularda
gbobek kordonunda VEGFR-2 molekiiliiniin dagilimini immiinhistokimyasal olarak degerlendirmis
ve kontrol olgularinda preeklamptik olgulara gore daha yogun ifade diizeyi goriilmiistiir (166).
Tiim bu literatiir 15181inda VEGFR-2"nin preeklampsiyle ilgili anjiyogenez ¢alismalarinda diizeyi

belirgin degisen bir molekiil oldugu goriiliir.

MSH, embriyon dis1t mezodermin gociiyle gelisen gdbek kordonu stromasini olusturur, bu
nedenle embriyon i¢i proanjiyogenik etkileri bulunur (167). Chen (168), Komaki (169)
caligmalarinda MSH’den salgilanan ekzozomlarin in vitro ve in vivo proanjiyogenik etkileri
oldugunu gostermistir. Bu ¢aligmalar MSH nin dogum sonrasi da proanjiyogenik ozellikleri
gosterdigini  kanitlar niteliktedir. Ayrica MSH gobek kordonunda stromanin farkh
boglelerindefarkli 6zellikler gosterir. Literatiirde bu konuya iligkin yapilan en kapsamli ¢alismalar
Karahiiseyinoglu (170), Subramanian (171), Blanco (24) tarafindan gergeklestirilmistir. Blanco
gobek kordonundaki hiicreleri immiinohistokimyasal olarak incelemistir. Subramanian ise
Wharton jolesi (WJ) hiicreleri, perivaskiiler stroma ve subamniyotik stromasindan ayristirdiklar
MSH den in vitro hiicre kiiltiirii yapmis ve hiicrelerin ¢ogalma, farklanma, canlilik gibi 6zelliklerini
degerlendirmistir (171). Blanco nun ¢alismasinda bdlgelerin histolojik ve histokimyasal olarak
farkli 6zellikler gosterdikleri ve Subramanian’in ¢alismasinda ise WJ den ayristirilan hiicrelerin en
yetkin kiiltiir 6zelliklerine sahip olarak izlenmigtir. Preeklamptik olgularda yapilan kiiltiir
caligmalarindan birinde Wang ve arkadaslar1 (142) hiicrenin ¢ogalma kapasitesini degistiren
obstetrik siirecleri incelemistir. Preeklampsinin bunu olumsuz etkileyebildigi sonucuna varilmistir.

Saglikli kontrollerde daha 1yi genisleme kapasitesi bulunmustur.

Biz ¢aligmamizda preeklampside anjiyogenik etkisinin azalmis oldugunu gérdiigimiiz gébek
kordonu MSH’deki VEGFR-2 ifadesini degerlendirdik. Hiicre kiiltiiriinde izledigimiz olgular1 ve
olgulardan elde ettigimiz gobek kordonlarimi basarili sekilde VEGFR-2 ile immiinofléresan

isaretleme gerceklestirdik ve gobek kordonu stromasinda bulunan MSH'ye odaklandik. Hiicre
93



kiltiriinde de gobek kordonu MSH'yi degerlendirdik. Literatiirde gobek kordonu MSH nin
icerdigi bolgesel farkliligi goz oniinde bulundurarak yaptigimiz isaretlemeleri gobek kordonu
stromasina ait SAS, IVS ve PVS bolgerinde gerceklestirdik. Hiicresel yogunlugu dikkate alarak
toplam etkinin yaniltict olmamasi i¢in Ol¢iim ve degerlendirmelerimizi hiicre diizeyinde
gerceklestirdik. Literatiirdeki yar1 nicel degerlendirmelerin (166) kisithiligin1 asabilmek igin
Olgtimlerizi nicel temellere dayandirdik. Ekzozom etkinligin yani sira, stroma hiicrelerinde
VEGFR-2 diizeyinin farklilastig1 hipotezinden yola ¢ikarak yapilan immiinofloresan isaretlemeler,
anatomik bélgelere gore sinirli farklilik gosterdi. Olgiimler sonucunda olgularda SAS bolgesindeki
sinyal yogunlugunu IVS ve PVS bolgelerinden zayif izledik. Aradaki fark istatistiksel olarak
anlamliydi. IVS ve PVS arasinda ise fark anlamli degildi. Gobek kordonundaki stroma
bilesenlerinin keskin siirlarla ayrilmiyor olmasi, maruz kaldiklari mikrogevrenin benzerligi bu
farkin olusmasinda etkili olmus olabilir. Ayrica bu hiicre gruplarinin bélge ayrimindaki
belirsizlikler sonucu etkilemis olabilir. Literatiirde PVS ve IVS hiicrelerinin farklanma diizeyinin
SAS ye gore yiiksek olmas1 bu sonucun alinmasinda etkili olmus olabilir. PVS ve IVS bolgesindeki
hiicreler daha yiiksek diizeyde endotele farklanma yetkinligine sahiptir (2, 23). Subamniyotik
alanin kordonun daha periferinde yer almasi, farklanmada daha immatiir olmasi, hiicrelerin zayif
sinyal vermesinde etkili olmus olabilir (22). Ol¢iimlerimizde preeklampsi tipleri ve kontrol gruplari
arasinda belirgin fark gozlenmemistir. Bu durum, VEGFR-2 protein diizeyinin translasyon sonrasi
diizenlemelerle korunmus olabilecegini diisiindiirmektedir. Ote yandan, nicel PCR sonuglari,
preeklampsi grubunda VEGFR-2 mRNA diizeyinin belirgin sekilde azaldigini ortaya koymustur.
Bu sonug, stroma hiicrelerinin gen diizeyinde anjiyogenez kapasitesinde bir azalmayi
desteklemektedir. Andraweera ve arkadaslari preeklamptik plasentada VEGFR-2 mRNA
diizeyinde kontrollere gore azalma izlemisti (172). Bulgularimiz Andraweera ve arkadaslarinin
preeklamptik plasenta dokusundaki PCR verileriyle uyumludur. Bu da protein ifade diizeyinin
preeklampsi tarafindan baskilandigini diisiindiirmektedir. Fakat PCR ile gosterdigimiz bu diisiist,
immiinofloresan isaretlemelerde gérmedik. Stromanin boyanmasi gébek kordonundaki VEGFR-2
ifadesinin sadece bir pargasini olusturur. Kordonlar arasindaki sinyal farkini olusturan damar ve
amniyon epitelinin ifade ettigi VEGFR-2 sinyal seviyesi olabilir. Calismamiz bu agidan sadece
stromaya odaklanmigtir. Bir diger neden olgu sayisi olabilir. Fakat olgulardaki hiicrelerin
sitoplazmalarindan yapilan 6l¢iimlerle bu agik giderilmeye calisilmis ve daha net ve etkin bir sonug
elde edilmeye calisilmistir. Bu bulgulara gére subamniyotik stromadaki sinyal ifade diizeyindeki

farklilik net olarak ortaya koyulabilmistir. Bu da bolgeler arasinda belirgin farkin varligini ortaya
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koyar. Nicel 6l¢iim teknigi kullanmamiza ragmen immiinofloresan yine de smirli nicel kapasiteye
sahiptir. Bu da bize VEGFR-2 molekiiliniin varligin1 ortaya koymustu, fakat ifade diizeyindeki
degisiklikler proteinin post translasyonel baskilandigini = diisiindiirmektedir. Escudero ve
arkadaslarinin yaptig1 calismada VEGFR-2 'nin bazi alt bolgelerinde tirozin fosforilasyonunda artis

bazi alt tiplerinde azalma izlemistir (173). Bulgularimizla bu sonug tutarlilik gosterir.

Gergeklestirdigimiz hiicre kiltiirii sinyal dlgiimleriyle sonucunda kontrol olgularini sinyal
degerlerini, EPE ve GPE olgularindan daha giiclii izledik. Kontrol olgulariyla preeklampsi olgulari
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamliydi. Bu anjiyogenez sonuglarimizla tutarlilik gdsterdi. in
vitro hiicre kiiltiir ortam1 anjiyogenez sonuglarina yansimis olabilir. Bu paralellik, VEGFR-2'nin
hem hiicre i¢ci hem de hiicre dis1 iletisim aglarinda merkezi bir diizenleyici oldugunu

desteklemektedir.

Immiin isaretlemelerimizde VEGFR-2 molekiiliinii sitoplazmada cekirdek ¢evresinde
yogunlagmis ve sitoplazmada dagilmis noktasal olarak gbézlemledik. Bu da bize VEGFR-2 nin
stroma hiicrelerinde bazal diizeyde sentez siirecinin devam ediyor oldugunu diisiindiirdi.
Literatiirde VEGFR-2nin bir kisminin sitoplazmada goriildiigli endozomal yolakta ifade edildigi
gozlemlenmistir (174). Bu bakimdan ¢ekirdek ¢evresi ve Golgi kompleksi ¢evresindeki sinyal
pozitifligi literatiirle uyumluydu. Melincovici ve arkadaslarinin yaptig1 calismada VEGFR-2nin
endotel disinda da ifade edildigini goéstermistir (99). Bu bakimdan stroma hiicrelerinde
gozlemledigimiz sinyaller Melincovici'nin ¢alismasiyla uyumludur. EKzozomlar, sadece protein
degil, ayn1 zamanda miRNA, lipopeptid ve ¢oziiniir reseptorler gibi bir¢ok diizenleyici molekiil
tasimaktadir. Preeklampside bu igeriklerin antianjiyogenik yonde degistigi bilinmektedir. Ancak
bu degisim, her zaman stroma hiicre ifadesiyle birebir 6rtiismeyebilir. Literatiirde in vitro ortamda

kiiltiir hiicrelerinde farkli baslangicli preeklampsi olgularini igeren bazal diizeyde VEGFR-2

sinyalinin 0l¢lildiigii bir calismaya rastlamadik. Bu agidan ¢calismamiz bir ilk degeri tagimaktadir.

7.4. Gobek Kordonu Kesitlerindeki Histomorfometrik Sonuglar

Literattirde preeklampsinin gobek kordonu yapisini etkiledigine yonelik ¢alismalar bulunur.
Yapilan 6l¢timler daha ¢ok arter liimen alan1 ve duvar alani, ven liimen alan1 ve duvar alani
tizerinde yogunlasmistir. Wharton jolesi {izerine yapilan olgtimler kisithidir. Damarlara iliskin
Olgtimler yapilan ¢aligmalarda farklilik igerir. Bazi ¢alismalarda arter liimen alani kiigiilmiis olarak
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izlenmistir. Thomas'in yaptig1 ¢alismada liimen alanlarini kontrol gruplarina gére azalmistir (175).
Yine benzer sekilde Almasry (102) ve Chillakuru (176) da yaptiklari ¢alismalarda arter liimen
alanlarin1 Kontrol gruplarna gore azalmis olarak Olgmiistiir. Bu sonuglar secilen olgulardaki
siddetli preeklampsinin yaninda var olan IUGR nedeniyle gelismis olabilir. Ayrica Barnwal,
Thomas ve Almasry nin ¢alismalarinda olgularin baslangi¢ zamani ve hastalik siddeti g6z ardi
edilmistir. Ote yandan Chillakuru hastahgin siddetini dikkate alarak bir ¢alisma tasarlamustir.
Chillakurunun ¢alismasinda da IUGR dikkate alinmamis; bu da sonuglart dogrudan etkilemis
olabilir. Biz de c¢alismamizda arter limeninin alanina yonelik oOlgtimler gerceklestirdik.
Olgiimlerimizde arter liimen alanin1 EPE ve GPE olgularinda genislemis olarak bulduk. Arter
liimen alinindaki artis hipertansiyonun biiyiik damarlardaki etkisine bagli gelismis olabilir. Ayrica
limen alanlar1 farkli olsa da bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi. Bu da yapisal
degisikliklerin molekiiler degisikliklere gore daha yavas ortaya ¢ikabilecegini, olgulardaki siddetli
preeklampsinin dislanmasinin da arterlerde istenilen diizeyde etkinin goriilmesini engellemis
olabilecegini disiindiirdi. Sonuglarimiz Herzog (177) ve Blanco'nun (178) caligmalariyla
uyumludur. Bu arastirmacilar da ¢alismamizla uyumlu olarak ITUGR"yi ¢alismalarinda dikkate
almistir. Ayrica Almasry ve Thomas'in ¢alismalarinda da IUGR 'nin muhtemel etkisine bagli
sonuclar elde edilmis olabilir. Sharony ve arkadaslar1 yaptig1 bir ¢alismada duvar alanlarinda

gruplar arasinda farkin olmadigini bulmustur (179). Bu ¢alismada IUGR dikkate alinmistir.

Aurter duvar alanina yonelik yapilan 6l¢iilerde Almasry (166), Blanco (178) ve Barnwal duvar
alanimmi preeklampsi gruplarinda artmis olarak izlemistir. Bu durum, preeklampsinin yarattig
endotel disfonksiyonuna bagli olarak gelisen duvar 6deminden kaynaklaniyor olabilir. Ayrica kas
tabakasindaki hiicrelerin intimaya gogiine bagli gelisen intima kalinlasmasi ve hipoksiye bagl
olusan artan damar direnci bu sonucun ortaya ¢ikmasina neden olmus olabilir. Ozellikle yine arter
limen alanindaki gibi olgularin se¢imindeki yaklagim da bu sonuglarin olusumunda etkili olmus
olabilir. Yine tespitimizle uyumlu olarak Thomas, Inan (180) ve Chillakurunun yaptig
caligmalarda arter duvar alani azalmis olarak bulunmustur. Chillakurunun ¢alismasinda hastalik

siddetinin fark yaratmis olmasi olasidir.

Literatlirde ven duvar alani ve liimen alanlarinda yapilan ¢alismalarda arterlerdeki gibi farkli
sonuglar elde edilmistir. Venlerdeki degisim bazi ¢aligmalarda arterlerdeki kadar belirgin degildir.
Orn: Thomas(181) ve Almasry’nin (166) calismalarinda ven liimen alan1 degisiklik gdstermemistir.

Bunda preklampsinin ven duvarindaki kompansatuvar kontraktil yetkinliginin arterler kadar etkili
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olmamasi ve arterlerdeki gibi kas tabakasinin belirgin etkilenmemesi etkili olmus olabilir. Sharony
ve Herzog'un (182) calismalarinda ven liimen alani etkilenmis goriinmektedir. Bunda olgu
secimlerinde yapilan farkliliklar ve yine benzer sekilde IUGR etkisinin diglanmast etkili olmus

olabilir.

Calismamizda literatiirdekinden farkli olarak arter liimen indeksini hesapladik. Bu sayede
stroma 0demine bagli degisen damar limenini daha saglikli degerlendirilebildik. Calismamizda
arter liimen indeksini EPE ve GPE gruplarinda kontrol gruplarina gore artmig bulduk. Her iki grup
olgularda da bu durumun varlig1, hipertansiyona bagli liimen alanlarinda genislemeye isaret ediyor
olabilir. Bu bulgu hipertansiyonun biiyiik damarlar {izerindeki etkisinin gosterildigi literatiir ile
uyumludur (183). Duvar kalinliginda artisin gelismemesi bulgularda damar duvart 6demini
dislamistir. Ek olarak hipertansiyona bagli bir genisleme varsa preeklampsiye bagli duvar
incelmesiyle kompanse olan duvar alani gruplar arasindaki farkin anlamli ¢ikmamasina neden
olmus olabilir. Odemin yoklugu olgularda siddetli klinigin var olmamasiyla aciklanabilir. Ayrica
bulgularimizda stroma alani dlgtimlerinde gruplar arasi fark gézlemlemedik. Bu durum damarlar

tizerindeki baskinin 6niine gegmis ve liimenin olagandan diisiik goriinmesini engellemis olabilir.

Wharton jo6lesine yonelik literatiirde yapilan dl¢timler kisitlilik igerir. Yapilan dl¢limlerde
Wharton jélesinin yani stromanm biiyiikliigiine iliskin farkli sonuglar bulunur. Orn. Thomas ve
arkadaslar1 (181) yapmis oldugu ¢aligmada stroma alanini artmis olarak izlenmistir. Bu ¢alismada
bu artisin muhtemel nedeni stroma 6demi olarak gosterilmistir. Fakat stroma ddeminin tespitine
ilisgkin bir ek yontem tanimlanmamistir. Birka¢ calismada ise stroma alani azalmis olarak
izlenmistir. Bundaki muhtemel neden siddetli preeklampsiye bagli gdbek kordonu yiizey
alanindaki azalmadir. Biz de yapmis oldugumuz 6l¢iimlerde stroma alaninda gruplar arasinda bir
farklilik g6zlemlemedik. Bunda gruplarimizda [IUGR olmamasi ve stroma 6deminin belirgin olarak

bulunmamasi etkili olmus olabilir.
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8. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada preeklampsinin varliginin iGK-MSH i anjiyogenik potansiyelini degistirip
degistirmedigini VEGFR-2 reseptorii lizerinden ve iGK-MSH ekzozomlarinin tiip olusturma
performansin1 degistirip degistirmedigini in vitro tiip olsumu iizerinden degerlendirmeyi
hedefledik. Elde ettigimiz bulgular i) gobek kordonunun farkli bolgelerindeki iGK-MSH ler farkli
anjiyogenik potansiyele sahiptir. Preeklampsi baslangi¢c zamanindan bagimsiz olarak SAS’in
VEGFR-2 ifadesi daha zayiftir. ii) kontrol, EPE ve GPE arasinda in vivo VEGFR-2 ifadesinde ayni
bolgeler karsilastirildiginda sayisal fark gozlense de istatistiksel olarak anlamlilik gelismemistir.
iii) in vitro kosullarda hiicrelerde VEGFR-2 ifadesi kontrol gruplarinda preeklampsi gruplarindan
daha yiiksektir. iv) in vitro kosullarda kontrol olgularinin ekzozomlar1 preeklampsi gruplarindan
daha fazla tiip olusturma kapasitesine sahiptir. Bu bulgular 1s1gimnda “Preeklampsi iGK-MSH nin
anjiyogenik performansii etkiler”  Hi hipotezi dogrulanmis;  “Preeklampsi iGK-MSH

ekzozomlarinin anjiyogenik performasini etkilemez” Ho yokluk hipotezi dislanmaistir.

Halen preeklamptik MSH den elde edilen ekzozomlarin igerigi ve etkilerinin hangi molekiil
veya molekiillerden kaynaklandig1 literatiirde belirsizligini korumakta ve aydinlatiimayi
beklemektedir. Erken baglangicli preeklampsi ve IUGR iligkisinin ekzozom diizeyinde test edildigi
deney tasarimlarina ihtiyag vardir. Farkli baglangi¢li preeklampsiden elde edilen ekzozomlarin in
vivo deney tasarimlarinda kullanilarak anjiyogenezi doku diizeyinde nasil etkilediginin

gosterilmesi gerekmektedir. Bu agidan mevcut literatiir bu ¢alismalardan eksiktir.
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