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OZET

Suzer A., Gestasyonel Diyabetli Gebe Plasentalarinda AQP8 Ve AQP9
Dagilimlarinin  Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji Anabilim Dali Uzmanhk Tezi, Ankara, 2013.

Gebelik boyunca fetusun biiyiimesiyle fetal su ihtiyact belirgin olarak artar.
Fizyolojik veriler suyun plasentadan geg¢isi i¢in hem transselliiler hem de paraselliiler
yolun miimkiin oldugunu belirtmektedir. Transselliler yolun kiguk integral
membran proteinleri olan akuaporinler (AQP) aracilifiyla gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bu proteinler hem suya hem de gliserol gibi kiigiik eriyiklere
gecirgen olabilirler.

Memeli dokusunda, organlarda genis bir dagilim araligi gosteren ve su
transportunda aktif olarak rol oynayan 13 tane AQP bulunmustur. AQP9
aquagliseroporin alt ailesinin bir Gyesidir ve AQP3-7-8-10 ile en yiksek aminoasit
sekans1 homolojisini gostermektedir ve su gecirgenliginin yaninda gliserol, iire, piirin
ve pirimidin gibi yukli olmayan kiiciik molekullere de gecirgendir.

Insiilin hormonunun, glukoz transportunu stimiile etmek disinda hiicre
yiizeyine baglandiginda bir¢ok genin ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir.
Plasenta ve trofoblastik dokularda inslinin hicrelere glukoz alimii ya da glikojen
sentezini stimiile etmek gibi bir etkisi yoktur. Buna karsilik insiilinin plasentada hPL
(human plasental lactogen) ve HCG (human chorionic gonadotropin) hormonlarinin
sentezini arttirdignt ve 3B-OH steroid dehidrogenaz enzim regulasyonunda gorev
aldig1 bilinmektedir

Akuaporin-insiilin iligkisi de arastirilmis, insiilinin normal plasental eksplant
kiltiirlerinde AQP9 ekspresyonunu azalttigi, ancak insulin rezistansi olusturdugu
bilinen bir molekil olan TNF-alfa uygulanmasindan sonra bu etkinin ortadan kalktig
bildirilmistir.

Gestasyonel Diyabetes Mellitus, Gebelikte ortaya ¢ikan ya da gebelikte fark
edilen glukoz toleransinin bozulmasi olarak tanimlanmistir. Gebelikte en sik goriilen
metabolik bozukluktur. Hastalikta patoloji; farkli etyolojik sebeplerden dolay1 insiilin

hormonunun eksikligi ya da periferik rezistansindan dolayr meydana gelir.
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Bu c¢alisma, AQP8 ve AQP9 ‘un GDM’li plasentalardaki
immunohistokimyasal dagilimini incelemek amaciyla gerceklestirildi.

Calismada; normal, insilinle regile GDM’li ve diyetle regile GDM’li
hastalardan gruplar olusturuldu ve villus yapisinda bulunan hiicreler AQP8 ve AQP9
ekspresyonu yoniinden incelendi. Calismada toplanan doku 6rnekleri 38.-40. Gebelik
haftasinda dogum yapan bireylerden elde edildi.

Insulinle regiille GDM grubunun Hofbauer hiicrelerinde ve villus i¢i bag
dokusu hiicrelerinde AQP8 immunoreaktivitesi diger gruplara gore daha zayifti.
Fetal kapiller endotel hiicreleri ise diyetle regiile GDM grubunda daha zayif bir
immunoreaktiviteye sahipti. Kontrol grubunda AQP9 ekspresyonu villus i¢i bag
dokusu hiicrelerinde diger gruplara gore daha zayifti. Sinsityotrofoblast hiicreleri ise
tiim gruplarda AQP8 ve AQP9 ekspresyonu agisindan benzer 6zellikteydiler.

Calismamizda diyetle regiile ya da insulinle regile GDM hastalarinin
sinsityotrofoblast tabakasinda AQP8 ve AQPY9 ekspresyonu, kontrol gruplarindan
farkli bir dagilim gdstermemistir. Insulinin sinsityotrofoblast hiicre tabakasinda
AQP9 ekspresyonunu azalttigi bilgisi goz Oniine alindiginda, c¢alismamizda
kullandigimiz gestasyonel diyabeti olan ve kan glukoz seviyeleri diyetle ya da
insiilinle regiile edilmis dolayisiyla insiilin rezistansinin da kirilmig oldugu kabul
edilen hastalarda AQP’lerin immunohistokimyasal ifadelerinin kontrol grubuyla

benzer 6zellik gostermesi beklenmelidir ki sonuglarimiz da bu yondedir.

Anahtar Kelimeler: Gestasyonel Diyabetes Mellitus, akuaporin 8,
akuaporin 9, plasenta

Destekleyen Kurum: Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Koordinasyon Birimi ( 012D11101004).
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During pregnancy, fetal water requirements increase markedly due to the
exponential growth of fetus. Physiological data indicate that both a transcellular and
a paracellular pathway are available for water transport across the human placenta.
Transcellular water flux may be facililated by aquaporins (AQPSs), a family of small
integral membrane proteins. Aquaporins transport either water alone or water and
small solutes such as gliserol.

In mammals, there are at least 13 AQPs, which show a wide range distribution
in organs that are actively involved in water transport. AQP9 is a member of
aquaglyseroporin subfamily of AQPs and share the highest amino acid sequence
homology with AQP3, AQP7 and AQP10. In addition to water, AQP9 transports
small uncharged molecules like glycerol, urea, purines and pyrimidines.

It is generally accepted that in addition to stimulating glucose transport,
binding of insulin to cell surface receptors alters the expression of numerous genes in
a variety of tissues. In placental trophoblastic cells, insulin has no stimulatory effect
on glucose uptake or glycogen synthesis, but it is involved in the synthesis of human
placental lactogen (hPL) and hCG and the regulation of 3R-hydroxysteroid
dehidrogenase.

In literature, the relationship of AQP9 and insulin has been investigated. It has
been reported that insulin decreased the molecular expression of AQP9 exclusively
in explant from normal placentas in a concentration-dependent manner. TNF-alfa is
an antiinflamatory cytokine. It is one of the reason of insulin resistance in the
pregnancy. Treatment with TNF-alfa previous to insulin addition in normal placental
explants, prevent the changes in AQP9 expression.

Gestational diabetes mellitus (GDM) is a pregnancy releated metabolic
disorder and it is characterized by impaired glucose tolerance. GDM is the most
common metabolic disorder in the pregnancy. Pathology in the GDM can occurs
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because of different etiological reasons which cause the deficiency or peripheric
resistance of insulin.

The objective of this study is to evaluate the expression of AQP8 and AQP9
in placentas with GDM. Samples from normal and gestational diabetic placentas
which is regulated with diet or insulin were studied by immunohistochemical
staining. Specific anti- AQP8 and anti-AQP9 antibody was used for cellular
localization of the molecules.

In comparison to the other groups, AQP8 expression of mesenchymal cells in
villi and Hofbauer cells were significantly decreased in the insulin regulated GDM
group. In diet regulated GDM group, fetal capillary endothelial cells; there was a
significant descrease in the AQP8 expression compared with the other groups. AQP9
expression of mesenchymal cells in villi in control group was lower in comparison to
the other groups.

In syncytiotrophoblast cell layer, AQP8 and AQP9 immunoreactivitiy shows
similar expression patterns when we compared the groups with each other. Our
results support the data that ‘insulin descreased the molecular expression of AQP9 in

placental explants’ .

Keywords: Gestational diabetes mellitus, aquaporin 8, aquaporin 9,
placenta.
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1. GIRIS

Plasenta gebelik boyunca anne ile fetus arasindaki fizyolojik degisimlerin
gerceklestigi gecici bir organdir. Gebelik boyunca fetusun biyumesiyle fetal su
ihtiyaci belirgin olarak artar. Fizyolojik veriler suyun plasentadan gegcisi i¢cin hem
transselliler hem de paraselliler yolun miimkiin oldugunu belirtmektedir[1].
Transselltler yolun kiglk integral membran proteinleri olan akuaporinler (AQP)
araciligiyla gerceklestigi disiiniilmektedir. Bu proteinler hem suya hem de gliserol
gibi kicuk eriyiklere gecirgen olabilirler[2, 3].

Memeli dokusunda, organlarda genis bir dagilim araligt gdsteren ve su
transportunda aktif olarak rol oynayan 13 tane AQP bulunmustur. AQP9
aquagliseroporin alt ailesinin bir tyesidir ve AQP3-7-8-10 ile en yuksek aminoasit
sekans1 homolojisini gostermektedir[4, 5]. Su gecirgenliginin yaninda gliserol, {ire,
purin ve pirimidin gibi yUkli olmayan kii¢iik molekdllere de gecirgendir[6].

Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM), gebelikte ortaya ¢ikan ya da gebelikte
fark edilen glukoz toleransinin bozulmasi olarak tanimlanmistir[7]. Gebelikte en sik
gorulen metabolik bozukluktur[8]. Hastalikta patoloji; farkli etyolojik sebeplerden
dolay1 insiilin hormonunun eksikligi ya da periferik rezistansindan dolayr meydana
gelir. GDM, normal glikoz dengesinin saglanmasinda, doku gereksinimlerini
karsilayacak insulin arzinin uyumsuz olmasindan kaynaklanir. GDM’li gebelerde
hem besinlere insulin yanitinin, hem de dokularin insuline yanit azalmistir[9].
Gestasyonel donemde, karakteristik olarak insiilin duyarliligi azalmig, beta hiicre
yamtr artmigtir[7]. Insiilin direnci, gebeligin ilk {i¢ aymda normal olarak bulunur ve
gebeligin ilerlemesi ile 2. ve 3. trimesterde iskelet ve kas dokusunda insiilin etkisinin
azalmastyla bozukluk belirginlesir[10, 11].

Insiilin hormonunun, glukoz transportunu stimiile etmek disinda[12] hiicre
yiizeyine baglandiginda bir¢ok genin ekspresyonunu degistirdigi bilinmektedir[13].
Plasenta ve trofoblastik dokularda insiilinin hiicrelere glukoz alimini ya da glikojen
sentezini stimile etmek gibi bir etkisi yoktur[14, 15]. Buna karsilik insiilinin
plasentada hPL (human plasental lactogen) [16] ve HCG (human chorionic
gonadotropin) [17] hormonlarinin sentezini arttirdig1 ve 38-OH steroid dehidrogenaz

enzim regiilasyonunda gorev aldig1 bilinmektedir [18].



AQP8 ve AQP9 ekspresyonu insan plasentasina ait villus yapisinda,
sinsityotrofoblast hiicrelerinde ve sitotrofoblast hiicrelerinde gosterilmistir[19, 20].
Akuaporinlerin plasentadaki regiilasyon mekanizmalariyla ilgili ¢ok az veri
bilinmesine ragmen HCG hormonunun AQP9 ekspresyonunu arttirdigi ve bu etkiyi
cAMP iizerinden sagladigi gosterilmistir[21].

Akuaporin-insiilin iligkisi de arastirilmisg, insiilinin normal plasental eksplant
kiltiirlerinde AQP9 ekspresyonunu azalttigl, ancak insulin rezistansi olusturdugu
bilinen bir molekil olan TNF-alfa uygulanmasindan sonra bu etkinin ortadan kalktig1
bildirilmistir[22].

Bu ¢alisma AQPS8 ve AQP9 ekspresyonunu insulin rezistansinin dogal olarak
oldugu GDM’li plasentalarda gostermek ve saglikli plasentalarla olas1 farkliliklarini

karsilastirmak amaciyla yapilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Plasenta

2.1.1. Plasentanin Genel Yapisi

Plasenta gebelik boyunca, anne ile fetus arasinda fizyolojik degisimlerin
gerceklestigi organdir. Fetus ile anne arasinda baglantiyr saglayan en Onemli
yapidir.[23] .

Sadece insan ve memeli hayvanlarda bulunur. Plasenta, maternal kandan
besin maddelerinin alinmasini, fetal metabolizma artiklarinin geri verilmesini, O2 ve
CO2’in degistirilmesini gerceklestiren ve ayni zamanda gebelik icin gerekli
hormonlari sentezleyip, salgilayan gegici endokrin bir organdir[24, 25].

Ortalama olarak 185 mm uzunlugunda, 497 ml hacminde, 23 mm kalinliginda
ve 500 gram agirhigindadir. Plasentanin agirlik ve kalinlik gibi 6zellikleri gebelik
haftasina gore degisiklikler gosterir. Son haline 36. haftada ulasir. 10-38 kadar
kotiledondan olusmustur[26]. Kotiledonlarin sayisi gebelik boyunca sabit kalir. Her
kotiledon arteria umblicalis ve vena umblicalisin bir dali tarafindan beslenir.

Plasenta fotal ve maternal olmak iizere iki ylizeyden olusur. Fotal yizeye
koryon frondozum, maternal yiizeyine desidua bazalis denir. Plasentanin fotal yiizii
maternal yuze goOre duzgun yizeyli ve soluk renktedir, bu gorinimdiin nedeni
amniyon ve koryon zarina baghdir[27, 28].

Insan plasentast1 hemokoryal tip plasentadir. Hemokoryal tip plasenta
cesidinde koryon villuslart endometriyumla siki iliski i¢inde oldugundan dolay1
dogumda kanama olur[27]. Hemokoryal tip plasentada degisim kabaca dairesel bir
alanda smirlanmistir. Villuslar anne kani ile temas halindedir. Maternal ve fetal
etkilesimin en yogun oldugu plasenta tipidir[29].

Gebeligin ilerlemesiyle plasentada degisiklikler meydana gelir. 30. Haftadan
itibaren sinsityal diigiimlerin gelismesiyle sinsityotrofoblastlar incelir. Villuslarin
sayist giderek artar, toplam yiizeyleri 6-7 m2’ ye ulasir ve villus c¢ap1 azalir.
Villuslarin merkezi kismindan trofoblast tabakasina dogru kapillerlerin gogii olur.

Termde fetal kapillerlerin liimeni endotel ¢ogalmasi ile kapanmis durumdadir.

Villus merkezindeki bag dokusu artar. Fetal kapiller bazal membrani kalinlasir[30] .



2.1.2 Plasentanin Gelisimi

Erkek ve disi gamet hiicrelerinin birbiriyle birlesip kaynasmasi anlamina
gelen fertilizasyon tuba uterinalarin en genis kismi olan ampulla bolgesinde
gergeklesir. Spermiyumlarin baslangigta ovumu fertilize etme yetenegi yoktur.
Kapasitasyon ve akrozom reaksiyonu denilen reaksiyonlar sonucu fertilizasyon
yetenegini kazanir. Fertilizasyon, sperm hiicresinin dnce oositin korona radiata’sini
ve daha sonra zona pellusida’sin1 gegmesi sonucunda hiicre zarlarinin kaynagmasiyla
gergeklesir.

Fertilizasyon sonucu olusan yapiin adi zigottur. Fertilizasyondan yaklagsik
24-36 saat sonra zigot ilk mitoz boliinmesini gergeklestirerek iki hiicreli blastomer
halini alir. Sekiz hiicre evresine kadar gevsek bir hiicre kimesi halinde olan
blastomerler, tigiincii yariklanmanin ardindan birbirleriyle daha siki temasa gegerek
kompakt bir hiicre topu haline gelirler[31]. Fertilizasyondan yaklasik 3 giin sonra
kompakt haldeki embriyo tekrar bdliinerek 16 hiicreli dut benzeri morulayi
olustururla

Morula uterusa ulastiginda, uterus boslugundaki sivi zona pellusidayr gegerek
i¢ hiicre kitlesinin hiicrelerarasi bosluguna sizarak toplanmaya baglar. Hiicrelerarasi
bosluk giderek genisler ve birbiriyle birleserek blastosel denilen yapiy1 olustururlar.
Morulanin i¢ hiicreleri i¢ hiicre kitlesini ( embriyoblast ), dis hiicreler de dis hiicre
kitlesini ( trofoblast) olustururlar. Embriyoblastlar embriyoyu ve gobek kordonunu,
trofoblastlarda ekstra embriyonik membranlar1 ve plasentay1 olustururlar[29].

Gelisimin 4. gununde 16-64 hicreden olusan embriyo, serbest bir sekilde
uterus boslugunda bulunur. Geligimin 5.giinli ve 6.giinii basinda 128-256 hiicreden
olusan blastosistin zona pellusidast dejenere olur ve endometriyuma tutunur
(appozisyon) ve ¢ap1 0,2—0,3mm kadardir.

Gelisimin 6.glinii sonu ile 8.glinlin basinda blastosistin implantasyonu
gerceklesir; blastosistin embriyonik kutbu ¢ogunlukla, uterus posterior duvarinin iist
kismina, midsagital diizlemin yakinlarina implante olur. Blastosist bu evrede
0.3x0.3x0.15mm ¢apinda ve yassi olarak gézlenir.

Implantasyon blastosistin uterus yiizey epiteline tutunmasi, bazal laminay1
gegmesi ve uterus stromasina tutunmasi ile gergeklesir[32]. Tutunmada uterus epitel

hlcrelerinin apikal yizeyindeki pinopot denilen sitoplazmik ¢ikintilar islev goriir.



Implantasyon, blastosistin dis tabakasi trofoektodermin uterusun luminal epiteli ile
etkilesime girdigi genel bir birlikteligi gerektirir[33].

Implantasyon, endometriyumun sekresyon fazinda iken meydana gelir.
Blastosistin uterus endometriyumuna implantasyonu iki asamada olur. Once
blastosist endometriyal yiizeyle bir araya gelir. Daha sonra endometriyal stromanin
desidualizasyonu sonucu blastosist uterus endometriyumuna implante olur.
Implantasyon bolgesindeki endometriyal damar gegirgenligindeki artis ve
implantasyon icin endometriyumdaki sartlarin saglanmasi korpus luteum tarafindan
salgilanan progesteron ve Ostrojen arasindaki etkilesimin uyumuna baglidir[29].
Zona pellusida’nin blastosistten ayrilmasiyla i¢ hiicre kitlesinin digindaki trofoblast
hlcreleri yilizey ¢ikintilar1 olusturur boylece blastosist uterus epiteline tutunmaya
hazir hale gelir. Luminal epitel hiicrelerindeki diizenli mikrovilluslar ovulasyondan
yaklasik 6 giin sonra yerlerini pinopodlara birakir. Bu pinopodlar insan embriyolar1
icin 6nemli bir tutunma bolgeleridir[34]

Gelisimin 8.giinii sonu ile 12.giinli arasinda koryon kesesinin capi,
0.9x0.9x0.6 mm’ye c¢ikar. Endometriyumun stromasina kismen gomiilmiis olan
blastosistin embriyonik kutbundaki trofoblastlar, gelisimin 8. giiniinde artik iki
tabakaya farklilasmistir. Mitoz boliinmenin goriildiigli ve tek cekirdekli hiicrelerden
meydana gelen i¢ tabaka olan sitotrofoblastlar ile hiicre sinirlarinin belirgin olmadigi
cok cekirdekli hiicrelerden olusan distabaka olan sinsityotrofoblastlardir

Sitotrofoblastlar mitoz boliinme yetenegine sahipken sinsityotrofoblast
tabakasinda mitoz bolinme goriilmez. Cok ¢ekirdekli hiicrelerden olusan sinsityal
dis tabaka, tek c¢ekirdekli hiicrelerden olusan sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve

birbirleriyle kaynagsmasindan meydana gelir[35]

2.1.3 Villuslarin Gelisimleri ve Villus Tipleri

[k goriilen villus tipi primer koryonik villuslardir ve ikinci haftanin sonunda
olusmaya baslarlar. Sitotrofoblast hiicreleri, {ist tabakadaki sinsityotrofoblast
hiicrelerinin i¢ine dogru biiyiiyen hiicresel uzantilar meydana getirir. Bir primer
koryonik villusu transvers kesiti sitotrofoblast hiicrelerinden olusmus yuvarlak bir

merkesin etrafini saran sinsityotrofoblastik hiicre tabakasindan olusur.



Primer koryon villuslar1 olustuktan kisa bir siire sonra dallanmaya baslarlar.
Ugiincii haftanin basinda mezensim, primer villuslarin igine dogru biiyiir ve ortada
gevsek bir mezensimal bag dokusu olusturur. Bu evredeki villuslar sekonder
koryonik villus olarak adlandirilir.

Villuslardaki bazi mezensimal hiicreler daha sonra kapillerlere ve kan
hiicrelerine farklanir. Villuslar iglerinde kan hiicreleri goriilmeye baslandiginda
tersiyer koryon villus adin1 alirlar. Koryon villuslarindaki kapillerler arteriyo kapiller
ag1 olusturacak sekilde birlesir, daha sonra koryon ve baglanti sapinin i¢inde
farklanan damarlar araciligiyla embriyonik kalp ile baglanti kurarlar. Uglinc
haftanin sonunda embriyo kani koryon villuslarindaki kapillerler i¢inde yavasga
akmaya baglar[36].

Bir villus agacinda bulunan yapilar biiyiikliikleri, stroma karakterleri ve fetal

damarlarin 6zelliklerine gore 5 ¢eside ayrilabilir.

1) Stem (K&k) Villus (KV): Plasental villuslarin koryonik plaktan ilk ¢iktigi
boliimdiir.. KV’lar, sik1 yapili fibroz stroma igerir ve villus agacindaki yapilarin
mekanik destegini saglar. KV’un ortasina yerlesmis arter, ven ve genis arteryol ve
veniiller vardir. Caplari en genis villuslardir ve fetal damarlar ile intervilloz
mesafedeki maternal dolasim arasinda genis mesafe mevcuttur. Bu sebeple gaz ve

besin alisverisinde aktif rol almazlar.

2) Matiir Intermediyer Villus (MiV) : Uzun, ince ve ¢aplar1 60—-160 um
arasinda olan periferik dallardir. Stromalari, diizensiz, gevsek bag dokusu lif
demetleri ve bag dokusu hiicrelerinden olusur. Matiir intermediyer villuslarda fetal

dolasima ait arteriyol, vendl ve kapillerler bulunur.

3) Terminal Villus (TV): Olgun ara villuslarin yiizeyinden digar1 dogru ¢ikan
tomurcuklanmalardir. Terminal villuslar agacin en ¢ok u¢ noktalarinda
bulunmaktadir. Villus yapisinin %30-40’m1 olustururlar. Intervilloz mesafedeki
maternal dolasim ile fetal dolasim arasinda en yakin mesafenin saglandigi
bolgelerdir. Fetal dolasim sinuzoidler haline doniismiistiir, fetal kan gollenmis ve

akim hiz1 iyice azalmistir. Besin ve gaz aligverisi baslica, her iki dolasimin da ileri



derecede yavasladig1 ve birbirlerine en yakin mesafeye geldigi, terminal villuslarda
gerceklesmektedir.

4) immatiir Intermediyet Villus (iIV): Kok villuslarin u¢ noktasinda
bulunan immatiir, siskin villuslardir. Karakteristik 6zelligi retikiiler tipteki
stromasidir. Cogunlukla olgunlasmamis plasentalarda bulunur. Olgun plasentalarda
ise villus gelisiminin devam ettigi plasentonun merkezinde bulunabilirler. Gevsek
bag doku, haufbauer hiicreleri, fetal arteryol ve veniller bulunur.

5) Mezensimal Villus (MV): Villus agacinin en ilkel tipleridir. Erken gebelik
haftalarinda plasentalarda bulunur. Olgunlagsmamis ara villuslarin onciileridir. Villus
agacinda ara villuslarin iizerinde tomurcuklanma seklinde gozlenirler [37]

Plasenta ile desidua bazalis arasinda sitotrofoblastik kabuk mevcuttur.
Plasental villus agacinin en ug dallar1 bu kabuga tutunur ve tutundurucu villus olarak

adlandirilir. Anne kani i¢inde serbest olarak hareket eden villuslara ise yiizen villus

ad1 verilir[36]

2.1.4, Bir Plasenta Villusunun Yapisi

Plasentadaki biitlin villuslarin temel yapis1 ayn1 olup alt1 bilesenden olusur:
A)- Sinsityotrofoblast

B)- Sitotrofoblast (Langhans) hiicreleri

C)- Trofoblast bazal membrani

D)- Mezangimal villus stromasi

E)- Fotal damarlar

F)— Fibrinoid materyal

A-Sinsityotrofoblast

Sinsityotrofoblast hiicre tabakasi plasentada boyunca devamlilik gosteren
devamli bir yapidir. Sinsityotrofoblastin apikalinde fircamsi kenarli membrani ve
bazal plazma membrani bulunur ve bu iki membranin arasinda onemli farklar
mevcuttur. Elektron mikroskobu ile yapilan calismalar, term bir plasentada,
sinsityotrofoblast hiicre tabakasininin apikal yiiziiniin yaklastk Imilyar/cm?2

yogunlugunda mikrovilluslarla kapli oldugunu gostermistir[38].



Sinsityotrofoblastin seklini korumasinda sinsityum hiicre iskeleti dnemli rol
oynar. Aktin, tubulin, sitokeratin ve desmoplakin, sinsityum hucre iskeletinin 6nemli
bilesenlerindendir.  Sinsityotrofoblast iginde hiicre membran1  kalintilarina
rastlanabilir, bunlara intrasinsityal membranlar adi verilir. Sinsityotrofoblast ayrica,
Granulli  Endoplazma Retikulumundan (GER) Zengin Sinsityotrofoblast ve
Granulstiz Endoplazma Retikulumundan Zengin Sinsityotrofoblast olmak (izere de
ikiye ayrilir. GER’den zengin sinsityotrofoblastda, insan koryonik gonadotropini
(hCG), insan biiyime hormonlar1 (hGHs), leptin, eritropoietin, kortikotropin
salgilatict hormon (CRH), paratiroid hormon iliskili protein (PTHrP) gibi peptid ve
protein yapida hormonlar sentezlenirken, diiz yiizlii endoplazma retikulumundan
zengin sinsityotrofoblastda ise steroid yapida maddeler sentezlenir[39].

Plasenta villuslarinda, fotal kapillerlerin villus yiizeyine dogru ¢ikinti
yaptiklar1 bolgelerde, sinsityum, c¢ekirdekten yoksun ince lamellere, vaskiilosinsityal
membrana doniisiir. Iki komsu villusu birbirine baglayan yapilara ise sinsityal

kopriiler ad1 verilir[40]

B- Sitotrofoblastlar (Langhans Hdcreleri)

Sitotrofoblast hiicre tabakasi erken gebelikte bir biitiinliik gosteren neredeyse
kesintisiz bir tabakadir; gebelik ilerledik¢e kesintili hale gelir[35].

Sitotrofoblastlarin 6nemli bir kismi farklanmamis proliferasyon gosteren kok
hiicrelerdir; bu tiir sitotrofoblastlarin biiyiik 6kromatik cekirdekleri ve az sayida
organelleri bulunur. Sitoplazmalarinda iyi gelismis Golgi kompleksi, birkag
mitokondriyon, genislemis graniillii endoplazmik retikulum ve ¢ok sayida ribozom
bulunur. Sitotrofoblastlarin kii¢iik bir kismu ise ileri derecede farklanmis asamadadir.
Bu hucrelerde bol miktarda ribozom, GER ve mitokondriyon bulunur. Bu hcreler
giderek sinsityotrofoblasta benzerler. Farklanmamuis sitotrofoblastlar, prolifere olup
farklanarak sinsityal flizyon dongiisii adi verilen bir siiregle sinsityotrofoblasta
katilirlar[41].

C-Trofoblast Bazal Membrani
Trofoblast bazal membrani, trofoblastlarin epitelyum tabakasimi villus

stromasindan ayirir. Trofoblast bazal membrani yer, yer sitotrofoblastlarla, yer, yer



sinsityotrofoblastlarla temas halindedir. Kalinligi 20-50 nanometre kadardir.
Yapisinda kollagen tip IV, laminin, heparan siilfat ve fibronektin saptanmstir.
Fibronektin cesitli kollajen lifler ve proteoglikanlar i¢in baglanma bdlgelerine
sahiptir. Fibronektinin bazal laminay1 bag doku liflerine bagladig: diisiiniilmektedir.
Trofoblast bazal membrani, maternal ve fotal dolasim arasindaki filtrasyon

bariyerinin yapisina da katilmaktadir.

2.2. Diyabetes Mellitus

Diyabetes mellitus; insilin sekresyonundaki eksiklik ya da insulin hedef
hicrelere olan etkisindeki yetersizlik sonucu meydana gelen hiperglisemiyle
karakterize metabolik bir hastaliktir.

Ilk olarak sadece kan sekeri yiiksekligiyle kendini gosteren bu tablo,
hiperglisemi kroniklesince goz, bobrek, periferik sinirler, kalp ve kan damarlari gibi
bircok organda fonksiyon bozukluguna sebep olur[7].

Diyabet insiilin eksikligi ya da duyarsizligina gore siniflandirilmaktadir [42].

Tablo 2.2.1. Diyabetin siniflandirilmasi (Amerikan Diyabet Birligi)

Tip 1 Diyabet

Tip 2 Diyabet

Diger spesifik diyabet tipleri

Gestasyonel diyabet

Tip-1 Diyabet

Idyopatik ya da otoimmiin nedenlere bagl beta hiicre adacik harabiyeti.

Tip-2 Diyabet

Periferik instlin direnci ve uygun olmayan insiilin salinimi.

Diyabetin diger spesifik tipleri

Genetik defektler, endokrinopatiler, ekzokrin pankreas hastaliklari,
enfeksiyonlar, ilagla indiiklenmis diyabet, diyabetin eslik ettigi genetik sendromlar.

Gestasyonel Diyabet [7]
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2.2.1. Tip 1 Diyabet

Insiilin salinimindaki tam veya kismi eksiklik sonucu meydana gelen kronik
metabolik bir hastaliktir. insiilin pankreasin langerhans adaciklarinda bulunan B
hiicreleri tarafindan sentezlenir. Bu hiicrelerde otoimmun sebeplerden dolay1 olusan
hasar ya da hiicrelerin kayb1 sonucu tip 1 diyabetin meydana gelir.

Insidans tiim diyabetli hastalar arasinda %10 civarindadir. Hastaligin
etiyolojisinde, cevresel ve genetik faktorler énemli rol oynamaktadir[43].Hastalarin
%90’inda otoimmun (Tip 1A), %10 kadarinda ise nonotoimmun (Tip 1B) B-hicre

yikimi s6z konusudur[44].

2.2.1.1. Tip 1A Diyabet

Genetik yatkinligr olan kisilerde, ¢evresel tetikleyici faktorlerin (virds, toksin,
vb) etkisiyle otoimmunitenin tetiklenmesi sonucu [ —hucre hasari baglar. B -hilicre
rezervi %80-90 oraninda azaldigi zaman klinik diyabet semptomlar1 ortaya gikar.

Tip 1A diyabette baslangigta kanda adacik otoantikorlar1 pozitif bulunur.

2.2.1.2. Tip 1B Diyabet
Otoimmunite digindaki bazi nedenlere bagli mutlak insiilin eksikligi sonucu

gelisir. Kanda adacik otoantikorlar1 bulunmaz[45] .

2.2.2. Tip 2 Diyabet

Insidans, tiim diyabetli hastalar arasinda %90-95’tir[46]. Hedef hiicredeki
reseptdr ya da post reseptdr hasarma ortaya c¢ikar. Insiilin periferik etkisi olan
glukozu hiicre icine sokma goérevini gerceklestiremez ve kan sekeri yiiksek kalir.

Insiilin direncini olusturabilen veya arttirabilen bircok faktér vardir.
Bunlardan bazilar1 arasinda obezite, hipertansiyon, yuksek kolesterol, metabolik

sendrom, stres ve akromegali sayilabilir.
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Tablo2.2.2. Tip 2 DM’deki insiilin eksikligi nedenleri

e Beta hiicresinin kitlesinde azalma

e Diisiik dogum agirlig

e Glukoz toksisitesi

e Lipid toksisitesi

e Insiilin Salgilanma Bozuklugunda Genetik Nedenler

2.2.3. Gestasyonel Diyabet

Gebelikte ortaya c¢ikan ya da gebelikte fark edilen glukoz toleransinin
bozulmasi olarak tanimlanmistir[47]. Gebelikte en sik goriilen metabolik bozukluktur
[8]. Hastalikta patoloji; farkli etyolojik sebeplerden dolayr insllin hormonunun
eksikligi ya da periferik rezistansindan dolayr meydana gelir. GDM, normal glikoz
dengesinin saglanmasinda, doku gereksinimlerini karsilayacak insulin arzinin
uyumsuz olmasindan kaynaklanir. GDM’li gebelerde hem besinlere insulin yanitinin,
hem de dokularin insuline yanit azalmistir[9]. Gestasyonel donemde, karakteristik
olarak insiilin duyarliligi azalmis, beta hiicre yaniti artmistir[46]. Insiilin direnci,
gebeligin ilk li¢ aymnda normal olarak bulunur ve gebeligin ilerlemesi ile 2. ve 3.
trimesterde iskelet ve kas dokusunda insiilin etkisinin azalmasiyla bozukluk
belirginlesir[10, 48].

Gebelikte ortaya ¢ikan insiilin direnci, annenin artmis yag dokusu ve
plasentada yapilan hormonlar ve insiilini desensitize edici etkilerinin kombinasyonu
sonucudur. Dogumdan sonra bu durumun hemen diizelmesi, plasental hormonlardan
kaynaklandigin1 diisiindiirmektedir. Normal ve GDM gruplar1 arasindaki insiilin
direnci farki hamilelik disinda ¢ok biiyiiktiir. 3.trimesterde insiilin seviyeleri veya
sekresyonu arasindaki fark en fazladir. Gebelikte olusan insiilin direncinde, insiiline
duyarli dokularda glukoz transportundaki postreseptor degisiklikler insiilin
duyarliliginin bozulmasinda rol oynamaktadir [11].

Gebelerde insiilin direnci viicut kitle indeksi ve kalitim tarafindan belirlenir. B
hiicre fonksiyonundaki degisiklik feto-plasental yapinin hormon aktivitesi ile
paralellik gosterir. Lokal Uretilen dstrojen, progesteron, kortizol, human koryonik
somatotropin (hCS), human plasental laktojen (hPL), prolaktin (PRL) ve growth

hormon (GH) insilin direncini arttirmaktadir [49]. Gebeligin erken donemlerinde
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artan 0Ostrojen ve progesteron, maternal glukometabolik degisimde rol oynar.
Ostrojen, insiilin salgisin1 ve reseptdr baglanmasini arttirirken, progesteron ters etki
yaparak glukoz intoleransina yol agar.

Gebelikte kortizol miktar1 iki kat artmistir. Glukokortikoidler insiilin reseptor
fonksiyonunda bozulma, insiilin reseptor substrati (IRS) miktarinda azalmaya neden
olarak insiilin direnci gelisimini arttirirlar. Human plasental laktojen annede insiilin
benzeri biiyiime faktorlerinin (IGF) liretimini arttirarak, metabolizmayi fetusun enerji
ihtiyacina gore yonlendirir. Laktojen hormonlar (hPL, hGH, PRL), gebelikte
gozlenen pankreas B 10hiicre kitlesindeki artistan sorumludur [48].

Human plasental laktojen gebelikte 30 kata kadar artan salgisiyla, pankreastan
insiilin salinimini arttirmaktadir. Gebelikteki insiilin direncinden sorumlu tutulan bir
diger hormon da human plasental growth hormon (hPGH)’dur. Hipofizer growth
hormondan 13 aminoasiti farklidir. Gebelik boyunca hPGH salinimi 6-8 kat artig
gostererek, 20. hafta civarinda annenin dolagimindaki normal GH un yerini alir.

GDM insidans1 Amerikan Diyabet Dernegi’nin verilerine gore %7 olarak
bildirilmesine ragmen, bu oranin %17,8 oldugu tahmin edilmektedir[7].

GDM’li kadinlarda Tip 2 Diyabetes Mellitus (Tip 2 DM) gelisme riskinin ileri
yaglarda yedi kat arttigi bildirilmistir[50]. Regule olmayan gestasyonel diyabetli
annelerin ¢ocuklarinda Tip 2 DM gelisme riski fazladir[51].

Daha onceki gebeliklerinde, GDM veya glukoz tolerans1 bozuklugu tanisi
almis olmasi, iri bebek dogurma, ilk gebelik yasinin 25’den biiyiik olmasi, gebelik
oncesi kilo fazlaligi, diyabet riski yuksek etnik gruptan olmak, ailede diyabetli
Oykiisli olmasi, spontan abortus hikayesi olmast ve gebelik sirasinda aghik ya da
tesadiifen alinan kan sekeri degerinin yiiksek tespit edilmesi durumu GDM tanisi
koyma sikligin1 arttirmaktadir[48, 52, 53].

Perinatal mortalite ve morbidite sebepleri arasindan GDM 6n siralarda
gelmektedir[54]. GDM de erken dogum dogum, perinatal mortalite, fetal makrozomi,
polisitemi, sarilik, hidroamniyoz, kardiomiyopati, ilk trimesterde hipoglisemi ve
gebeligin ikinci yarisinda hiperglisemi riski artmaktadir. GDM’li annenin bebegi,
erken yaslarda obezite gelisimi, bozulmus glikoz intolerans1 ve diyabet riski

altindadir[55].
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GDM’ i gebelerde fetal kayip ve hastalik oranlari normal gebelere kiyasla
yaklasik dort kat yiikselmistir [52]. GDM’ nin taranmasi, anne ve fetusta meydana
gelen komplikasyonlarin uygun tedavi ile 6nlenebilir olmasi nedeniyle dogum oncesi
takipte standart hale getirilmistir[56].

GDM i¢in diinyada en yaygin tarama testi olarak kullanilan 50 gr, bir saatlik
glukoz testinin alinan esik degerlere gore GDM’u yakalama duyarliligi %60-80
arasindadir[57]. Tarama testinde esik deger > 140 mg/dl alinirsa GDM’li kadinlarin
ortalama % 80’1 saptanirken, esik deger >130 mg/dl alinirsa GDM’li olarak tam

alacak kadinlarin oran1 % 90’a ulasmaktadir[46].

Tablo 2.2.3.1. Gebelik sirasinda diyabetin siniflandirilmasi ve tedavi protokolleri

SINIF BASLANGIC ACLIK POSTPRANDIYAL 2. TEDAVI
SAAT
Al Gestasyonel « 105 mg/dL <120 mg/dL Diyet
A2 Gestasyonel »105 mg/dL »120 mg/dL Insilin
SINIF BASLANGIC YASI SURE (YIL) DAMAR HASTALIGI TEDAVI
B 20 vasindan sonra <10 Yok Insiilin
C 10-19 10-19 Yok Insilin
D 10 yasindan énce 20 Belign retinopati Insiilin
F Herhangi bir yas Herhangi bir vas Nefropati Insilin
R Herhangi bir vag Herhangi bir vas Proliferatif retinopati 'Ins;iilixﬂ
H Herhangi bir yas Herhangi bir vas Kalp Insiilin

2.3. Akuaporinler

Akuaporinler olarak bilinen su kanallari, bir ¢ok dokuda suyun transmembran
olarak gecisinden sorumlu integral membran proteinleridir[2, 3]. Akuaporinler hiicre
membraninin suya olan gecirgenligini 5-50 kat arttirirlar. Memelilerde bugiine kadar
organlarda genis bir dagilim araligi gosteren toplam 13 adet akuaporin
bulunmustur[58]. Yapisal ve fonksiyonel 6zelliklerine gore akuaporinler 3 gruba

ayrilir.
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1. Klasik Akuaporinler; akuaporin  1,2,456 ve 8. Sadece suya
gecirgendirler. Sekanslarina bagli olarak akuaporin 6 (anyonlara da gegirgen) ve
akuaporin 8 (lireye de gecirgen) de bu grupta yer almaktadir[4, 59].

2. Akuagliseroporinler; akuaporin 3,7,9,10. Suya,ureye ve gliserole de
gecirgendirler. Akuaporin 9 ayrica noétral solutlere de gegirgendir (purin,pirimidin
gibi) [5, 60].

3. Super Akuaporinler; akuaporin 11,12. Sitoplazmada lokalizedirler ve

fonsiyonlari heniiz bilinmemektedir[61].

Akuaporinler
AQPS fans
f
_-AQP1
AQPS
5
H'\-.
GlpF
\A'Q‘P'T
AQP3
Akuagliseroporinler
s

Sekil 2.3.1. Akuaporinlerin siniflamasi.
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Memeli akuaporinleri sivi transportunun gerekli oldugu bircok epitel ve
endotelde, ayrica epidermis, adiposit ve iskelet kas1 hiicreleri gibi farkli diger hiicre
tiplerinde de mevcuttur[62].

Bobrekte, akuaporin 1-2-3-4-6-7 ve 11 olmak (zere toplam 7 adet akuaporin
mevcuttur. Akuaporin 1-2-3-4 idrar konsantrasyonunda Onemli rol oynarlar[63].
Nefronlarda akuaporin 1, proksimal ttibtliin ve henlenin inen ince kolunun apikal ve
basolateral membranlarinda bulunur[64]. Akuaporin 2 ise toplayic1 tiibiillerin
prinsipal hiicrelerinin apikal membranlarina lokalizedir3.Bu molekiiliin mutasyonu
nefrojenik deyabetes insipitusa yol acar[65]. Ozellikle bu iki molekil glomeriler
filtrattan suyun geri emiliminde rol oynarlar[64].

Akuaporin 3 ve 4 ise toplayici tiibiillerin bazolateral membranina lokalize
olup interstisyuma su c¢ekmekle sorumludurlar[66, 67]. Akuaporin 7 proksimal
tibdlin 3. segmentinde apikal membranlara lokalizedir ve suyun yaninda gliserole de
gecirgendir[68]. Akuaporin 6 ve 11 ise diger renal akuaporinlerin aksine hiicre ici
membranlarda lokalizedir. Akuaporin 6,toplayici tiibiillerdeki interkalar hiicrelerin
hicre ici vezikillerinde, akuaporin 11 ise proksimal tubul endoplazma retikulum
membraninda bulunur[69]. Bu iki molekiiliin gorevleri tam olarak netlesmemis olsa
da, akuaporin 11 knock-out fareler de polikistik bobrek hastaligi gelistigi
gozlenmistir[70].

Akuaporinler, tiikriik bezleri gibi transepitelyal sivi sekresyonunun oldugu
egzokrin glandlarda da su gegisinden sorumludurlar[71]. Akuaporin 1-3-4-5 [72] ve
8 memeli tukrik bezlerinde bulunan akuaporinlerdir[73, 74].

Beyinde akuaporin 1-2-3-4-5-7-8-9 ve 11 bircok glia hicresinde
mevcuttur[75]. Koroid hiicrelerinde akuaporin 1 [76], astrositlerde akuaporin 1-3-4-
5-8 ve 9 [77], oligodendrositlerde akuaporin 8 [78] ve ependimal hiicrelerde
akuaporin 1-4-9 ekspresyonu mevcuttur [79]. Akuaporin 1’in en yogun buludugu
bolge koroid pleksustur ve serebrospinal sivi olusumu igin gereklidir [80-82].
Akuaporin 4, kan-beyin bariyerini olusturan astrosit son ayaklarinda ve ventrikiilii
doseyen ependimal hiicrelerde ve piamaterde glia limitans hiicrelerinin plazma
membraninda bulunur[82].akuaporin 4’Un 6zellikle sitotoksik beyin 6deminde

anahtar rol oynadigi diistiniilmektedir[83].



16

Gozde akuaporinler kornea, lens, siliyer epitel ve retinada bulunur. Okdiler
yiizeyin hidrasyonunda, kornea ve lens saydamliginin korunmasinda, goz ici
basincinin korunmasinda ve gorsel sinyal iletiminde gorev alirlar[84].

Deride, epidermal keratinositlerde bulunan akuaporin 3 derinin hidrasyonu ve

epidermal proliferasyonda gorev alir [85].
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Sekil 2.3.2. Akuaporinlerin farkl sistemlerdeki gorevleri.

2.3.1. Akuaporin 8

Insanda akuaporin 8 geni 261 amino asidi kodlar ve klasik NPA motifini
igerir. Bugiine kadar degisik gruplar tarafindan, rat tesitis, karaciger ve pankreasinda
[4, 74], fare karaciger, akciger ve plasentasinda [86, 87] ve insan testisinde
akuaporin 8 ekspresyonu gosterilmistir. Akuaporin 8 civa ile inhibe olan bir su
kanalidir[88]. Fare akuaporin 8’i su yaninda iireye de gegirgen olmasina ragmen
insanda bu kanal sadece suya gecirgendir[89]. Akuaporin 8’in H ve NH4 gibi yukli
molekdillere de gegirgenligi gosterilmistir[90]. Bu 6zelliginden dolay: akuaporin 8 ne
klasik bir su kanali ne de bir akuagliseroporin olarak degerlendirilmemektedir[91].

Insanda akuaporin 8 mRNA’s1 sadece pankreas ve testiste gosterilmistir[88].

Rat’ta seminifer tiibiiller, epididim, karaciger, duodenum, jejenum, kolon, egzokrin
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pankreas, tiikriik bezleri, bobrek ve bronglarda farede ise ayrica kalp, akciger ve
plasentada da akuaporin 8 mRNA’s1 mevcuttur[4, 74, 88, 92]

Akuaporin  8’in regiilasyon mekanizmalar1t ¢ogunlukla rat {izerinde
calisiimistir(kendin). Rat karacigerinde akuaporin 8, hepatosit i¢i vezikiillerde
bulunur ve tasinim c-AMP ile artar. C-AMP artis1 ayn1 zamanda hiicrelerin su
gecirgenligini de arttirmaktadir.bu iki durum g6z Oniine alindiginda akuaporin 8 c
AMP ile indiklenen safra sekresyonunda rol oynuyor olabilir [93]. Baska bir
calismada hipotiroidizimin hepatik akuaporin 8 m-RNA’sm diisiirdigii T3

replasmaninin ise bu etkiyi tamamen diizelttigi gozlenmistir [94].

2.3.2. Akuaporin 9

Akuaporin 9 birgok tiirde karaciger, epididim ve deride eksprese olur[95-97].
Insanda periferal 16kositlerde ve onlarin kiimelendigi akciger, dalak ve kemik
iliginde de akuaporin 9 m-RNA’s1 gosterilmistir[60].

Akuaporin 9 su transportu yapabilir ancak osmotik su gecirgenligi diger
akuaporinler kadar yiiksek degildir[5, 60, 98]. Bunun yaninda akuaporin 9; polioller
(gliserol, mannitol, sorbitol), karbamidler (lre), pirinler (adenin), pirimidinler
(urasil) ve monokarboksilatlar (laktat, beta hidroksibdtirat) gibi bircok yiiksuz sollte
de gecirgendir[5]. Akuaporin 9’un beta hidroksibitirat notral pH’da gegirgen
degildir[98]. pH aside kaydirildiginda gecirgenlik aktif hale gelmektedir[99].
Akuaporin 9’un su ve solut gecirgenligi HgCl2 ile inhibe olur. Bu durumun tek
Istisnast tire transportudur[100].

Akuaporin 9 ekspresyonu, karacigerde farkli metabolik kosullarda farkliliklar
gosterir. Fare ve sigan karacigerinde akuaporin 9 m-RNA seviyeleri uzamis agliktan
sonra artar ve beslenme sonrasi azalir[101]. Streptozosin ile diiklenmis diyabetes
mellitusta ise karaciger akuaporin 9 m-RNA seviyeleri belirgin olarak diiser ve
instlin uygulamasindan sonra normale doner[98]. Buna karsin porcin karacigerinde
yapilan in vitro ¢alismalarda insulin uygulamasiin akuaporin 9 m-RNA seviyelerine
bir etkisinin olmadig1 ancak T3 ve glukagon uygulamasinin m-RNA ve protein
seviyelerini arttirdig1 gdsterilmistir[96]. Insulin rezistansi olan, obez, leptin reseptorii
mutant farelerde ise akuaporin 9 protein seviyeleri ylksek plazma insilin

seviyelerine ragmen yiikselmistir[101]. Insiilin rezistans1 olan farkli bir sigan tiiriinde
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ise akuaporin 9 m-RNA seviyeleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda farklilik
bulunmamistir[102]. Sonug olarak akuaporin 9 ekspresyonu direkt ve indirekt olarak

farkli birgok sinyal yolagi ile regiile olmaktadir[91].

2.3.3. Akuaporinlerin Plasenta ve Fetal Membranlardaki Rolu

Plasenta gebelik boyunca anne ile fetus arasindaki fizyolojik degisimlerin
gergeklestigi gecgici bir organdir. Gebelik boyunca fetusun biiylimesiyle fetal su
ihtiyaci belirgin olarak artar. Fizyolojik veriler suyun plasentadan gegisi i¢cin hem
transselliler hem de paraselliler yolun miimkiin oldugunu belirtmektedir[1].
Transselltler yolun kiglk integral membran proteinleri olan akuaporinler (AQP)
aracihigiyla gergeklestigi diisiiniilmektedir [2, 3]. Insan plasentasinda bugiine kadar 5

tip akuaporin tanimlanmustir.

Tablo 2.3.3.1. Akuaporinlerin, insan plasentasi ve fetal zarlarindaki lokalizasyonu.

Akuaporin Lokalizasyon Ref. No.

Akuaporin 1 Koryon [103, 104]
Amnion
Plasental damarlar

Akuaporin 3 Koryon [104, 105]
Amnion
Trofoblastlar

Akuaporin 4 Trofoblastlar [106]

Akuaporin 8 Koryon [19]
Amnion
Trofoblastlar

Akuaporin 9 Koryon [20]
Amnion
Trofoblastlar

Plasenta ve fetal zarlardaki akuaporinlerin dagilimlar1 6zellikle amniyotik s1v1
anormalliklerinde farkliliklar gdstermektedir. Idiyopatik polihidramniyosla komplike
gebeliklerde akuaporin 1 ekpresyonu normale gore 33 kat artmaktadir. Bu artis,
polihidramniyosa kars1 gelismis kompansatuvar bir cevap olabilir[107]. Idiyopatik
polihidramniyoslu plasentalarda akuaporin 8 ekspresyonu aminyonda, akuaporin 9
ekspresyonu ise amniyon ve koryonda yiksek, plasenta ekspresyonlari ise belirgin

derecede diisiiktiir. Bu durum, idiyopatik polihidramniyosta farkli diizenleyici
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faktorlerin akuaporin 8 ve akuaporin 9 seviyelerini degistirmesiyle ilgili
olabilir[108]. Bu degisikliklerin amaci intramembrandz absorbsiyonu arttirip
maternal-fetal su gecisini azaltarak amniyotik sivi homeostazin1 dengede tutmaya
caligmaktir. Bunun yaninda ayni grup oligohidramniyosla komplike gebeliklerde,
akuaporin 1 ekspresyonunun amniyonda arttigin1 ancak plasenta ve koryonda
belirgin bir degisikligin olmadigimi gosterdi. Akuaporin 3 ekspresyonunun da
amniyon ve koryonda azaldig1, plasentada ise belirgin olarak arttig1 gosterildi[104].
Trofoblastlarda akuaporin 3 ve akuaporin 9 molekiillerinin eksprese oldugu
ve bu iki molekiiliin anne ve fetus arasinda su transportunun yaninda solut gecisinde
de rol oynadig1 one siiriildii[109]. Preeklamptik plasentalarda ise akuaporin 9’un
sinsityotrofoblastlarin hem apikal hem de bazal membranlarinda eksprese oldugu
gosterildi. Molekllin ekspresyondaki bu artisin su transportundaki artigla ilgili
olabilecegi one siirlildii. Ayni ¢aligmada plasental eksplantlarin su ve mannitol
alimlan olciildiigiinde, sonuglarin normal eksplantlardan diisiik oldugu ve kanallarin
HgCl2 ‘e duyarli olmadigi gozlendi. Mannitol alimi HgCI2’ye duyarhdir ve
akuaporin 9 icin spesifiktir. Bu bilgi 1s18inda sonuglar degerlendirildiginde akuaporin
9’un preeklampside su ve mannitol alimi ile ilgili fonksiyon kaybina ugradigi
diistintilebilir. Yine ayni calismada preeklamptik eksplantlarin iire alimlarinin %35
arttig1 gozlenmistir. Tiim bu sonuglar akuaporin 9 gegirgenliginin patolojik kosullar

altinda yeniden diizenlenebilir bir molekil oldugunu isaret etmektedir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1 Gereg

Projemiz Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan
desteklendi (Proje no: 012D11101004). Calismada kullanilan plasenta doku 6rnekleri
Zekai Tahir Burak Kadin Saghigi Egitim ve Arastirma Hastanesinde, 38-40.
Haftalarda sezeryan ya da normal yolla dogum yapan, herhangi bir hastalig1 olmayan
ve diyetle veya insiilinle regiile edilen gestasyonel diyabet hastalig1 olan gebelerden
elde edildi. Tiim hastalardan yazili onam alind1 (Etik Kurul izin No: LUT12/62).

Elde edilen plasenta doku 6rnekleri ¢aligmaya uygunluk agisindan
degerlendirildi.

Grup 1 (saghkl ve sistemik bir hastalig1 olmayan, 38-40. gebelik haftalar
arast dogum yapmis kisilerden alinan plasenta doku 6rnekleri) n==8

Grup 2 (instlinle regile edilen gestasyonel diyabetes mellitusu olan, 38-40.
gebelik haftalari arast dogum yapmis kisilerden alinan doku 6rnekleri) n=4

Grup 3 (diyetle regle edilen gestasyonel diyabetes mellitusu olan, 38-40.

gebelik haftalar aras1 dogum yapmis kisilerden alinan doku 6rnekleri) n=10

Tablo 3.1.1. Gruplar

Grup 1 Kontrol grubu N=8
Grup 2 Insiilinle regiile GDM N=4
Grup 3 Diyetle regile GDM N=10
3.2. YOntem

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Dogum sonrast elde edilen plasental doku ornekleri %10 tamponlu noétral
formaldehit icine alinarak Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji Anabilim Dalina getirildi. Plasentanin fetal yiiziinden 1 cm? lik 6rnekler
alindi. 2 giin boyunca %10 tamponlu nétral formaldehit icinde immersiyon
fiksasyonu uygulandi. Doku 6rnekleri daha sonra rutin 151k mikroskobu doku takip
yontemine gore dereceli alkollerden gecirilerek dehidrate edildi, ksilolde

seffaflandirildiktan sonra parafine gémiildii. Doku takibi i¢in sabit vakumlu bir doku




21

takip cihazi kullanildi (Leica, model TP 1020). Parafin bloklardan rotary mikrotom

(Leica SM 2000R) ile 2-3 um kalinliginda kesitler krom aliim jelatin kapli rodajli

lamlara alinda.

3.2.2. Hematoksilen-Eozin Boyama
Mayer’ in hematoksileni ve eozin kullanildu.

Mayer’in hematoksileninin malzemeleri

e Aliminyum potasyum silfat (KAL(S04)2.12H20)
e Hematoksilen

e Sodyum Iodit (NalO3)

e Kiloral hidrat (C2H3CI302)

e Distile su

e Sitrik asit (monohidrat)(C6H807.H20)

Boyanin Hazirlanisi

(Sigma, K.N:A 7167) 50gr.
(Sigma, K.N:H 9627)1.0gr.
(Sigma, K.N:S 407) 0.2gr
(Sigma, K.N:N 8383) 50gr
1000ml

(Sigma, K.N:C 7129) 1.0gr

1.0gr hematoksilen 1000ml distile suda eritildi. Uzerine 0.2gr sodyum iyodit

ilave eidldi. 50gr aliminyum potasyum siilfat eklenerek manyetik karistiricida

tamamen eriyinceye kadar karistirildi. Son olarak kloral hidrat ve sitrik asit ilave

edildi. Boya kullanilmadan 6nce siiziildi.

Eozinin hazirlanmasi

e EozinY (suda eriyen) 3gr

e Distile su 475ml
e 9%95’lik alkol 125ml
e Asetik Asit 2 damla

3 gr eozin Y 100ml distile suda ¢ozuldii. Uzerine 125ml %95’lik alkol

eklendi. Karisimin {istiine 375ml daha distile su eklenerek 2 damla asetik asit

damlatild.
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Hematoksilen-Eozin Boyama Protokolu

Kesitler boyama islemi oncesi 1 gece 60°C lik etiivde bekletilerek

deparafinize edildi.

Ertesi glin boyama islemi gerceklestirildi.

3 kez 15 dakika ksilolde bekletildi.

%96-%96-%80" lik alkollerde 10’ar dakika bekletilerek rehidrate
edildi.

Akarsuda 10 dakika yikandi.

Hematoksilende 15 dakika bekletildi.

Akarsuda 10 dakika yikandi.

2 kere asit alkole batirilip ¢ikarildi.

Akarsuda 10 dakika yikandi.

2 kere amonyakli suya batirilip ¢ikartildi

60sn eozinde bekletildi.

%80-%96-%96’11k alkollerden gecirilerek dehidrate edildi.
Kurutulup, 45 dakika ksilolde bekletildi.

Kapama materyali ile lamlar kapatildi.

Degerlendirme

Kesitler, Hacettepe Universitesi Histolojik Gorintiileme Merkezi’nde yer
alan, Leica DM6000B 1s1k mkroskobunda degerlendirildi. Goriintiiler DC 500 model

Leica marka dijital kamera ile bilgisayar ortamina aktarildi.

3.2.3. Immiinohistokimya Yontemi

Kullanilan Malzeme ve Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Jelatinli lam

Fosfat tampon solusyonu (PBS)
Sitrat Tamponu

Primer antikor

Sekonder antikor

Diamino benzidin solusyonu (DAB)
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. Mayer’ in hematoksileni
Jelatinli lam
Calismada kullanilan jelatinli lamlar ticari olarak saglandi. (Thermo

Scientific- Lot no: 0105129)

Fosfat Tamponlu Salin Solusyonunun (PBS) Hazirlanmasi

Soldsyon I:
e Sodium dihydrogen phosphatemonohydrat (NaH, PO,.H,O) 13.7 gr
e (Merck K,N:3090) Sodium chloride (NaCl) 87.66 gr
(Merck K,N:6408)
e Distile su 1000 ml
Solusyon 11:
e Sodium dihydrogenorthophosphate(NaH, PO,.2H,0) 71.2gr
(BDH Chemicals No: 30132)
e Sodium chloride (NaCl) 350. 64 gr
(Merck K,N:6408)
e Distile su 4000 ml

Stok Sollisyonu: Hazirlanan soliisyon I ve soliisyon II ayri ayri siiziildiikten
sonra 4000 ml. soliisyon 11 icerisine 500 ml. soliisyon | eklendi. Karisimin pH’ s1

pHmetre ile 6l¢iildii. Karisimin pH’ s1 6, 9 olana kadar soliisyon I veya II eklendi.

Kullanma Soliisyonu (yikama soliisyonu): Stok soliisyonu 1/ 10 oraninda
distile su ile diliie edildi. Soliisyon I ve II yardimi ile pH’ s1 7, 4 olacak sekilde

ayarland.

Sitrat tamponu
Antijen geri ¢agirma i¢in kulanilan sitrat tamponu Abcam firmasindan ticari

olarak saglandi. (cat no: 64326) 100X citrate buffer, pH:6.0 .



Primer antikorlar
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Calismada kullanilan primer antikorlar Abcam firmasindan ticari olarak
saglandi. (AQP9-cat no: ab85910, AQP8-cat no: ab85908) Antikorlar icin uygun

dilusyon, onerilen oranlarda seri diliisyon denemeleri yapilarak saptandi.

Tablo 3.2.3.1. Kullanilan primer antikorlarin &zellikleri ve sulandirma oranlari.

Antikor 9 . Sulandirm | Katalog
adi Klon adi kaynagi izotip a orant .
AQP8 POLIKLONAL | ABCAM RABBIT IgG | 1/5000 ab85910
AQP9 POLIKLONAL | ABCAM RABBIT IgG | 1/8000 ab85908

Sekonder antikor

Rabbit specific HRP/DAB (ABC) Detection IHC Kit (abcam, cat. no.

ab64261)

Diamino benzidin solusyonu (DAB)

DAB solusyonu sekonder kit’e dahildi. (abcam, cat. no. ab64261)

Tablo 3.2.3.2. Sekonder kitin i¢erdigi soliisyonlar ve miktarlari.

Sekonder Kit bilesenleri miktar
50X DAB kromojen 0.5ml
Sekonder antikor 15mi
DAB substrat 15ml
Hidrojen peroksidaz bloklayici serum 15ml
Protein blokaj serumu 15ml
Streptavidin peroksidaz 15ml

indirekt ABC Yontemi

e Parafin kesitler 60°C’ ye kadar 1sitilmis etiivde 3 saat bekletildi.

e Uc kez yenilenen ksilolde 10’ ar dakika bekletildi.
e 9596-%90-%80-%70’lik alkollerde 10’ ar dakika bekletilerek rehidrate edildi.
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Sitrat tamponu kullanilarak mikrodalgada 360W ‘ta 10 dakika kaynar halde
tutularak antijen aciga ¢ikarma islemi uygulanda.

Kesitler oda sicakliginda 10 dakika sogumaya birakildi.

PBS yikama solusyonu ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

Endojen peroksidaz aktivitesini bloke etmek icin hidrojen peroksit sollisyonu ile
nemli ve kapal1 bir kutuda oda 1s1sinda 10 dakika inkiibe edildi.

Salelere dizilen lamlar PBs yikama soliisyonu ile 3 kez 5° er dakika yikandi.
Blokaj serumu damlatilarak nemli ve kapali bir kutuda 5 dakika oda 1sisinda
inklibe edildi.

Kesitlerin etrafi doku sinirlayici kalem ile sinirlandirildi.

Primer antikorlar kesitlere damlatildi ve nemli ve kapali bir kutuda 1 saat
37C’lik ettivde inkube edildi.

Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5° er dakika yikandi.
Kesitler sekonder antikor (Biotinylated Seconder Antibody) ile 10 dakika oda
1sisinda inkiibe edildi.

Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5° er dakika yikand.
Kesitler streptavidin-peroksidaz ile 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi.
Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5 er dakika yikandi.
Kesitlerin Uzerine kit igerigine uygun sekilde hazirlanmis olan kromojen (DAB)
damlatild1 5 dakika bekletildi.

Salelere dizilen lamlar PBS yikama soliisyonu ile 3 kere 5 er dakika yikandi.
Salelere dizilen lamlar ¢gesme suyu ile yikandi.

Hematoksilen stiztildd.

Lamlar 45 saniye hematoksilende bekletildi.

Salelere dizilen lamlar ¢esme suyu ile yikandi.

Artan alkol serilerinde (%70-80-90-96) 10’ar dakika bekletilerek dehidrate
edildi.

Kesitler kurutulduktan sonra ksilolde 15-20 dakika bekletilerek seffaflastirildi.

Kapama materyali ile kesitler kapatildi.
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Kontrol boyamasi
Negatif kontrol: tiim kesitler, primer antikor basamaginda PBS uygulanarak,

izleyen tiim basamaklar uygulandi.

Degerlendirme

Diyetle regiile GDM’li ve insulinle regiile GDM’li gebe ile saglikli gebelere
ait plasentalarina ait kesitlerde AQP8 ve AQP9 primer antikorlar1 ile yapilan
immunohistokimyasal isaretlemelerde her bir kesitte X400 biiylitmede rastgele bes
alan segildi.

Secilen alanlardaki tim sinsityotrofoblastlar, haufbauer hucreleri, villus ici
bag dokusu hiicreleri ve fetal kapiller endotel hiicreleri sayildi. immiinoreaktivite
gosteren hiicreler sayilari, toplam hiicre sayilarina oranlandi ve yiizde olarak ifade
edilip asagidaki tabloya gore skorlandi olarak degerlendirildi. Immunoreaktivitenin

siddeti de asagidaki tabloya gore skorlandi.

Tablo 3.2.3.3. Immiinoreaktivite siddetleri ve temsili skorlar1.

Skor Immiinoreaktivitenin siddeti
0 yok

1 Zayif

2 Orta

3 kuvvetli

Tablo 3.2.3.4. Immiinoreaktivite gdsteren hiicre sayilar1 ve temsili skorlari.

Skor Immiinoreaktivite gdsteren hiicre
sayist (100 hiicre i¢in)
0-4

5-24
25-49
50-74
75-100

B W N | O
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3.2.4. Istatistiksel Degerlendirme Yontemi

Calismada nitel veriler icin sayr ve yiizde kullamldi. Ug grupta boyanma
yogunlugu, siddeti ve ylizdesinin karsilastirmada Capraz Tablo analizlerinden Ki-
kare testi, kosullu Ki-kare testi ve Fisher Kesin testi kullanildi. Istatistiksel
analizlerin timunde p<0.05 degeri anlamli kabul edildi. Verilerin analizi i¢in SPSS

for Windows 15.0 paket programi kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

4.1.1. Isik Mikroskobu Bulgulari
Kontrol grubu (Grup 1), instlinle regile GDM grubu (Grup 2) ve diyetle
regiile GDM grubu (Grup 3) 6rneklerinde plasental villus yapilari incelendi.

4.1.1.a. Kontrol Grubu (Grup 1)

Kontrol grubunda 8 adet plasenta incelendi. Almman doku orneklerinin
hepsinde serbest (ylizen) villuslarda tek sira halinde villusu c¢evreleyen
sinsityotrofoblast hiicre tabakasi mevcuttu. Calismada kullanilan dokularin 38-40.
hafta term plasentalardan elde edilmesi nedeniyle sinsityotrofoblast hiicre tabakasi
altinda devaml bir sitotrofoblast hiicre tabakasi izlenmedi ancak yer yer sitorofoblast
hiicreleri gozlendi. Villus i¢i bag dokusunda ig bigimli mezenkimal hiicreler ve villus
ici makrofaj olarak bilinen Hofbauer hucreleri gorildi. Fetal kapillerler term
plasentalarin bir ozelligi olarak villusun periferine dogru yerlesmis ve yer yer

sinsityotrofoblastlarla temas eder halde gozlendi (Sekil 4.1.1.a.1.).

Sekil 4.1.1.a.1 Kontrol grubu; plasental villuslar, sinsityotrofoblast hiicre tabakasi,

Hofbauer hiicreleri, villus i¢i bag dokusu hiicreleri, (H.E. X400).
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4.1.1.b. Insulinle Regiile GDM Grubu (Grup 2)

Insulinle regiile GDM grubunda alinan doku 6rneklerinin hepsinde serbest
(yiizen) villuslarda tek sira halinde villusu ¢evreleyen sinsityotrofoblast hiicre
tabakast mevcuttu. Sinsityal diigimlerde artis mevcuttu ve villus i¢i kapiller
sayisinda artma gozlendi. Bazi intervill0z bolgelerde konjesyon gozlendi.Caligsmada
kullanilan dokularin 38-40.hafta term plasentalar olmasi sebebiyle devamli bir
sitotrofoblast hiicre tabakasi izlenmedi ancak yer yer sitotrofoblast hucreleri
gozlendi. Villus i¢i bag dokusunda ig bicimli mezenkimal hicreler ve villoz
makrofaj olarak bilinen Hofbauer hucreleri goruldi. Fetal kapillerler yine term
plasentalarin bir ozelligi olarak villusun periferine dogru yerlesmis ve yer yer

sinsityotrofoblast hiicreleriyle temas eder halde gozlendi (Sekil 4.1.1.b.1.).

Sekil 4.1.1.b.1 insulinle regiile GDM grubu; plasental villuslar, yer yer plasental
digiimler gozlenmektedir, (H.E. X400).
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4.1.1.c. Diyetle Regule GDM Grubu (Grup 3)

Diyetle Regiille GDM grubunda 10 adet plasenta incelendi. Alinan doku
orneklerinin hepsinde serbest (ylizen) villuslarda tek sira halinde villusu ¢evreleyen
sinsityotrofoblast tabakasi mevcuttu. Sinsityal diiglimlerde artis mevcuttu ve villus
ici kapiller sayisinda artma gozlendi. Intervilloz bolgede ise yer yer konjesyon
gbzlendi. Calismada kullanilan dokular 38-40. haftalara ait term plasentalar olmasi
sebebiyle devamli bir sitotrofoblast hiicre tabakasi izlenmedi ancak sitorofoblast
hiicreleri sinsityotrofoblast hiicrelerinin altinda kesintili hiicre dizisi olarak gozlendi.
Villus i¢i bag dokusunda ig bicimli mezenkimal hiicreler ve vill6z makrofaj olarak
bilinen Hofbauer hiicreleri goriildii. Bu hiicrelerde diger gruplarla arasinda sayisal
farklilik belirlenmedi. Fetal kapillerler yine term plasentalarin bir 6zelligi olarak
villusun periferine dogru yerlesmis ve zaman zaman sinsityotrofoblast hiicre

tabakasiyla temas eder halde gozlendi (Sekil 4.1.1.c.1.).

Sekil 4.1.1.c.1. Diyetle regiile GDM grubu; plasental villus i¢inde yogun fetal
kapillerler, (H.E. X400).
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4.1.2. AQP8 Immunohistokimyasal Bulgular

Kontrol, Diyetle Regile GDM ve Insiilinle Regiile GDM gruplarinda
plasental villuslarda; sinsityotrofoblast hiicreleri, Hofbauer hiicreleri, villus i¢i bag
dokusu hiicreleri ve fetal kapiller endotel hicreleri AQP8 immunreaktivitesi

acisindan incelenmistir.

4.1.2.a. AQP8 Kontrol Grubu (Grup 1)

Kontol grubundan alinan Orneklerde koryon villuslarinda AQP8 ile
immunoreaktivite gosteren hicreler gorildi. Sinsityotrofoblast hucrelerinde orta
siddette sitoplazmik immunoreaktivite izlendi. Apikal-bazal mesafesi belirgin olan
sinsityotrofoblast hiicrelerinde immnunoreaktivite ¢ogunlukla bazale lokalizeydi.
Hofbauer hiicrelerinde g¢ogunlukla orta siddette olan ancak yer yer zayiflayan
sitoplazmik immunoreaktivite g0zlendi. immdinoreaktivitenin  bu hucrelerin
sitoplazmasinda homojen oldugu izlendi. Villus i¢i bag dokusu hiicreleri de
cogunlukla Hofbauer hiicreleriyle ayni siddette bir immunoreaktiviteye sahipti. Fetal
kapiller endotel hiicrelerinde de sitoplazmik ve sinsityotrofoblast hiicreleriyle benzer
siddette bir boyanma gozlendi (Sekil 4.1.2.a.1.).

Sekil 4.1.2.a.1. AQP8 Kontrol Grubu; imminoreaktif sinsitiyotrofoblast hiicre
tabakasi her villusun gevresinde goriilmektedir, (ABC Yontemi-
Hematoksilen X400).
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Sekil 4.1.2.a.2. AQP8 Kontrol Grubu. AQP8 immunoreaktivitesi gdsteren
sinsityotrofoblast hiicre tabakasinda ekspresyonun apikal-bazal
mesafesi yiiksek olan kisimlarda bazale lokalize oldugu goriiliiyor.
Fetal kapiller endotel hicreleri de sinsityotrofoblast hiicre
tabakasiyla benzer siddette bir immunoreaktiviteye sahip, (ABC
Ydntemi, Hematoksilen X1000).

4.1.2.b. AQPS Insiilinle Regiile GDM Grubu (Grup 2)

Insulinle regiile GDM grubundan alman &rneklerde AQPS ile
immunreaktivite gdsteren hicreler gorildi. Sinsityotrofoblastlar orta siddette
immunoreaktivite gosterdi. Boyanma genel olarak homojen 0zellikteydi ve
sitoplazmaya lokalizeydi. Hofbauer hucreleri, fetal kapiller endotel hiicreleri de
birbirine benzer, orta siddette immunoreaktivite gosterdiler. Bu grupta
immiinoreaktivite gosteren hofbauer hiicre sayisi diger iki gruptan anlamli olarak
farkliydi  (p<0.001). c¢ok daha az sayida Hofbauer hiicresi bu grupta

immiinoreaktiviteye sahipti. Villus i¢ci bag dokusu hiicreleri ise zayif bir
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immunoreaktivite sergilemekteydi ve immdunoreaktivite siddeti diger gruplardan
anlamli olarak farkliydi (p< 0.001) (Sekil 4.1.2.b.1.).

Sekil 4.1.2.b.1. AQPS Insiilin Grubu; immunoreaktif Hofbauer hiicreleri, (ABC
Yontemi-Hematoksilen X400).
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Sekil 4.1.2.b.2. AQPS Insiilin Grubu; AQP8 immiinoreaktivitesi gOsteren bir
villusun transvers kesiti. Villus i¢i bag dokusu 6demli oldugundan
Hofbauer hiicreleri rahatca gorilebilmekte. Hofbauer hiicrelerinde
yer yer nikleer immiinoreaktivite gortliyor (ABC Yodntemi,
Hematoksilen X1000).

4.1.2.c. AQP8 Diyetle Regule GDM Grubu (Grup 3)

Diyetle regiile GDM grubundan alinan 6rneklerde AQPS ile immunoreaktivite
gosteren hiicreler goriildii. Kontrol grubuna gore daha fazla sayida sinsityotrofoblast
orta siddette immunoreaktivite gosterdi. Apikal-bazal mesafesi belirgin olan
sinsityotrofoblastlarda immnunoreaktivite ¢ogunlukla bazale lokalizeydi. Hofbauer
hiicrelerinde ¢ogunlukla orta siddette olan ancak yer yer zayiflayan sitoplazmik
immunoreaktivite gdzlendi. immiinoreaktivitenin Hofbauer hiicre sitoplazmasinda
homojen bir dagilim gosterdigi izlendi. Villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin de kontrol
grubuna gore daha siddetli immiinoreaktivite gosterdigi izlendi. Fetal kapiller

endotelinde de sitoplazmik ve sinsityotrofoblastlara benzer siddette bir boyanma
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gozlendi. Fetal kapiller endotel hiicreleri bu grupta, immiinoreaktivitenin siddeti ve
sayisal ylizdeleri agisindan diger iki gruptan anlamli olarak farklilik gosterdi
(p=0.005, p<0.001). Bu hcreler diger gruplara oranla daha az ve daha zayif
immunoreaktivite gostermekteydi. (Resim 4.1.2.c.1.).

Sekil 4.1.2.c.1. AQP8 Diyet Grubu; fetal kapiller endotel htcreleri sitoplazmik
olarak immunoreaktivite gosteriyor, (ABC Yontemi-Hematoksilen
X400).

4.1.3. AQP9 immunohistokimyasal bulgular
Kontrol, diyetle regiile GDM ve insiilinle regiille GDM gruplarinda plasental
villuslarda; sinsityotrofoblastlar, Hofbauer hiicreleri, villus i¢i bag dokusu hiicreleri

ve fetal kapiller endotel hiicreleri AQP9 immunreaktivitesi a¢isindan incelenmistir.
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4.1.3.a. AQP9 Kontrol Grubu (Grup 1)

Kontrol grubundan alinan o&rneklerde koryon villuslarinda AQP9 ile
immunoreaktivite gosteren hiicreler géruldu. Sinsityotrofoblast hiicrelerinde kuvvetli
sitoplazmik immunoreaktivite ve yer yer nikleer immdiinoreaktivite izlendi. Hofbauer
hicreleri ve fetal kapiller endotelinde de sitoplazmik ve sinsityotrofoblastlara benzer
siddette bir boyanma godzlendi. Immiinoreaktivitenin sitoplazmada homojen bir
dagilim gosterdigi izlendi. Villus i¢i bag dokusu hiicreleri diger yapilardan farkli
olarak daha diisiik siddette immunoreaktivite gostermekteydi ve bu farklilik

istatistiksel olarak anlamliydi (p=0.003) (Sekil 4.1.3.a.1).

Sekil 4.1.3.a.1. AQP9 Kontrol Grubu; sinsityotrofoblast hiicre tabakasinda

sitoplazmik ve nukleer immunoreaktivite, (ABC Ydntemi-
Hematoksilen X400).
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4.1.3.b. AQP9 insulinle Regiile GDM Grubu (Grup 2)

Insiilinle regiile GDM grubundan alinan orneklerde koryon villuslarinda
AQP9 ile immunoreaktivite gbsteren hicreler gorildi. Sinsityotrofoblast
hiicrelerinde kuvvetli sitoplazmik immunoreaktivite izlendi. Hofbauer hicreleri ve
fetal kapiller endotelinde de sitoplazmik ve sinsityotrofoblast hiicrelerine benzer
siddette bir boyanma godzlendi. Immiinoreaktivitenin sitoplazmada homojen bir
dagilim gosterdigi izlendi. Villus i¢i bag dokusu hiicreleri diger yapilardan farkl

olarak daha disiik siddette immunoreaktivite gostermekteydi (Sekil 4.1.3.b.1.).

Sekil 4.1.3.b.1. AQP9 Insiilin Grubu; (ABC Y éntemi-Hematoksilen X400).
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Sekil 4.1.3.b.2. Insiilin ile regiile GDM grubu; Sinsityotrofoblast hiicre tabakasinda
bazale lokalize olmus AQP9 immiinoreaktivitesi ve villus i¢i bag

dokusu hiicrelerinde yogun sitoplazmik immiinoreaktivite, (ABC

Ydntemi, Hematoksilen X1000).
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4.1.3.c. AQP9 Diyetle Regule GDM Grubu (Grup 3)

Diyetle regiile GDM grubundan alinan 6rneklerde koryon villuslarinda AQP9
ile immunreaktivite gosteren hicreler goruldi. Sinsityotrofoblastlar ve fetal kapiller
endotel hiicrelerinin kuvvetli immunreaktivite gosterdigi izlendi.
Sinsityotrofoblastlarda immunreaktiviteninin yer yer bazale lokalize oldugu
gozlendi. Hofbauer hiicreleri de siddetli sitoplazmik immunoreaktivite
gostermekteydi. Villus i¢i bag dokusu hiicreleri ise orta ve zayif siddette

immunoreaktivite géstemekteydi (Sekil 4.1.3.c.1.).

Sekil 4.1.3.c.1. AQP9 Diyet Grubu; sinsityotrofoblast hiicre tabakasinda bazalde

yogunlasan immunoreaktivite gozlenmekte, (ABC Yontemi-

Hematoksilen X400).
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4.2. Istatistik Bulgular

Calismada nitel veriler i¢in say1 ve yiizde kullanildi. Ug grupta boyanma
yogunlugu, siddeti ve yiizdesinin karsilastirmada Capraz Tablo analizlerinden Ki-
kare testi, kosullu Ki-kare testi ve Fisher Kesin testi kullanildi. Istatistiksel

analizlerin timunde p<0.05 degeri anlamli kabul edildi.

4.2.1. AQPS istatistik Bulgular
¢ Sinsityorofoblastlarda AQPS ekspresyonu, immiinoreaktivitenin siddeti ya
da sayisal yiizdesi acisindan gruplar arasinda anlamli bir farklilik gostermedi

(p>0.05).

Tablo 4.2.1.1. AQPS8 eksprese eden sinisityotrofoblast hiicrelerinin immunoreaktivite

siddetleri
Sinsityotrofoblast/siddet Toplam
zayif orta gucli
Grup Grupl Say 8 31 1 40
% within Grup |  20,0% 77,5% 2,5% 100,0%
Grup2  Sayi 2 17 1 20
% within Grup | 10,0% 85,0% 5,0% 100,0%
Grup3  Sayi 5 45 0 50
% within Grup | 10,0% 90,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 15 93 2 110
% within Grup | 13,6% 84,5% 1,8% 100,0%
100,05 ro—
— | =25

80,0% —

60,096 —

Yiizde

40,0% —

20,0% —

0,0% —
Grup 1 Grup 2 Grup 3

Grup

Grafik 4.2.1.1. Gruplara ait sinsityotrofoblastlarin AQP8 immiinoreaktivite
siddetleri.
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Tablo 4.2.1.2. AQP8 immunoreaktivitesi gosteren sinsityotrofoblast hiicrelerinin

sayilart.
Sinsityotrofoblast
yuzde Toplam
%75-100
Grup Grup 1 Say1 40 40
% Grup ici 100,0% 100,0%
Grup 2 Say1 20 20
% Grup ici 100,0% 100,0%
Grup 3 Say1 50 50
% Grup ici 100,0% 100,0%
Toplam Say1 110 110
% Grup ici 100,0% 100,0%
100,0% — — — — Il 260-5
B 266-24
[] %625-49
Il 2650-74
[ 75-100
=>§_
Grup 1 gr:lj; Grup 3

Grafik 4.2.1.2. AQPS eksprese eden sinsityotrofoblast hiicrelerinin sayisal degerleri.
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regile GDM grubunda (Grup 2)

immunoreaktivite gosteren hiicre sayisi agisindan anlamli olarak farkliydi (p<0.05).

immiinoreaktivite siddeti acisindan hofbauer hiicreleri gruplar arasindan anlaml bir

fark gostermedi (p>0.05).

Tablo 4.2.1.3. AQP8 eksprese eden Hofbauer Hiicrelerinin immdiinoreaktivite

siddetleri
Hofbauer hiicresi/ siddet Toplam
%6-24 | %25-49 | %50-74 | %75-100
Grup Grup Sayi 1 35 4 0 40
1
% Grup ici 2,5% 87,5% 10,0% ,0% | 100,0%
Grup  Sayi 12 7 1 0 20
2
% Grup ici 60,0% 35,0% 5,0% ,0% | 100,0%
Grup  Say 3 36 9 2 50
3
% Grup ici 6,0% 72,0% 18,0% 40% | 100,0%
Toplam Say1 16 78 14 2 110
% Grup ici 14,5% 70,9% 12,7% 1,8% | 100,0%
— ] - negatif
-zaylf
[ orta
60,0% — B guclu
Grup 1 gr:i:; Grup 3

Grafik 4.2.1.3. AQP8 eksprese eden hofbauer hicrelerinin immunoreaktivite

siddetleri.
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Tablo 4.2.1.4. AQP8 immunoreaktivitesi gsteren Hofbauer Hiicrelerinin sayilari.

Hofbauer hicresi/ylzde Toplam
26-24 | %25-49 | %50-74 | %75-100 | %6-24
Grup frup Say1 1 35 4 0 40
% Grup ici 2,5% 87,5% 10,0% ,0% | 100,0%
Sr“p Say1 12 7 1 0 20
% Grup ici 60,0% 35,0% 5,0% ,0% | 100,0%
Sr“p Say1 3 36 9 2 50
% Grup iGi 6,0% 72,0% 18,0% 40% | 100,0%
Toplam Sayi 16 78 14 2 110
% Grup ici 14.5% 70,9% 12,7% 1,8% | 100,0%
100,0% — - 2%60-5
B %6-24
[ %25-49
] M 2650-74
50,09 [] %75-100
- _
S
40,0%0 —
0,0% —
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.1.4. AQP8 eksprese eden Hofbauer hiicrelerinin sayisal degerleri.
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e Villus i¢i bag dokusu hiicrelerinde; insulinle regiile GDM grubunda (Grup

2) immiinoreaktivitenin siddeti agisindan anlamli olarak farkliydi (p<<0.001) hiicreler

her {i¢ grupta da sayisal olarak yakin degerlere sahiptiler ve aralarinda anlamli bir

fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.2.1.5. AQPS eksprese eden Villus I¢i Bag Dokusu Hiicrelerinin

immiinoreaktivite siddetleri

Stromal hiicre/siddet Toplam

yok zayif orta yok
Grup Grupl Sawyi 1 31 8 40
% Grup ici 2,5% 77,5% 20,0% 100,0%
Grup2 Sayi 0 20 0 20
% Grup ici ,0% 100,0% ,0% 100,0%
Grup 3 Sayi 1 20 29 50
% Grup ici 2,0% 40,0% 58,0% 100,0%
Total Say1 2 71 37 110
% Grup ici 1,8% 64,5% 33,6% 100,0%

100,0% — = zaeglef\tif

B cocio

5
Grup 1 gr:::; Grup 3

Grafik 4.2.1.5. Gruplara ait villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin AQPS

immunoreaktivite siddetleri.
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Tablo 4.2.1.6. AQP8 immiinoreaktivitesi gosteren villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin

sayilari.
Stromal hiicre/ylzde Toplam
%0-5 %6-24 | %25-49 | %50-74 %0-5
Grup Grup Sayi 1 15 24 0 40
1 % Grup ici 2,5% 37,5% 60,0% ,0% | 100,0%
Grup  Sayi 0 7 13 0 20
2 % Grup ici ,0% 35,0% 65,0% ,0% | 100,0%
Grup  Sayi 2 15 29 4 50
3 % Grup ici 4,0% 30,0% 58,0% 8,0%  100,0%
Toplam Say1 3 37 66 4 110
% Grup ici 2,71% 33,6% 60,0% 3,6%  100,0%
B %0-5
- B %6-24
[ %25-49
= _ M sre100
@ 40,0%
R
:>3_
20,0%
0,0%— T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.1.6. AQP8 eksprese eden villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin sayisal

degerleri.
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o Fetal kapiller endotel hiicrelerinde immiinoreaktivitenin siddeti ve sayisal
yogunlugu, diyetle regiille GDM grubunda (Grup 3) diger gruplardan anlamli olarak
farkliyd: (p=0.005, p<0.001).

Tablo 4.2.1.7. AQP8 eksprese eden Fetal Kapiller Endotel Hicrelerinin

immiinoreaktivite siddetleri.

Endotel hiicresi/siddet Toplam
zay1f orta gucli

Grup Grupl Say 11 28 1 40
% Grup ici 27,5% 70,0% 2,5% 100,0%
Grup2 Say1 10 10 0 20
% Grup ici 50,0% 50,0% ,0% 100,0%
Grup 3 Sayi 6 44 0 50
% Grup igi 12,0% 88,0% ,0% 100,0%
Toplam Say1 27 82 1 110
% Grup ici 24,5% 74,5% 9% 100,0%

100,0% — = nglitif

= pen

S
Grup 1 grrutpj; Grup 3

Grafik 4.2.1.7. Gruplara ait fetal kapiller endotel hicrelerinin AQP8

immunoreaktivite siddetleri.



47

Tablo 4.2.1.8. AQP8 immunoreaktivitesi gosteren fetal kapiller endotel hiicrelerinin

sayilart.
Endotel hucresi/ytizde toplam
%6-24 | %25-49 | %50-74 | %75-100
Grup Grup Sayi 0 0 3 37 40
1 % Grup ici ,0% ,0% 7,5% 92,5% | 100,0%
Grup  Sayi 0 5 0 15 20
2 % Grup ici ,0% 25,0% ,0% 75,0% | 100,0%
Grup  Sayi 3 7 12 28 50
3 % Grup ici 6,0% 14,0% 24,0% 56,0% | 100,0%
Toplam Say1 3 12 15 80 110
% Grup igi 2,7% 10,9% 13,6% 72,7% | 100,0%
100,0% — Wl 2005
— ] veeao
[ veve 100
60,0% — *

Yiizde

40,0% —

20,0% —

0,0% .

T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.1.8. AQP8 eksprese eden fetal kapiller endotel hiicrelerinin sayisal

degerleri.

4.2.2. AQP?9 istatistik Bulgular
AQP9  immiinoreaktivitesi  i¢in  yapilan istatistiksel  analizlerde,
immiinoreaktivitenin siddeti ve sayisal ylizdeleri agisindan sinsityotrofoblast

hiicrelerinde, gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).
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Tablo 4.2.2.1. AQP9 eksprese eden sinsityotrofoblast hiicrelerinin immunoreaktivite

siddetleri
Sinsityotrofoblast/siddet Toplam
orta gucli
Grup Grup 1 Say1 3 37 40
% Grup ici 7,5% 92,5% 100,0%
Grup 2 Say1 2 18 20
% Grup ici 10,0% 90,0% 100,0%
Grup 3 Say1 4 46 50
% Grup ici 8,0% 92,0% 100,0%
Toplam Say1 9 101 110
% Grup ici 8,2% 91,8% 100,0%
100,097 Il negatif
- zayif
[ orta
M guclu
80,0% —
60,0% —
§
40,0% —
20,0% —
0,0%
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.2.1. Gruplara ait sinsityotrofoblast hticrelerinin immunoreaktivite

siddetleri.
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Tablo 4.2.2.2. AQP9 immunoreaktivitesi gosteren sinsityotrofoblast hiicrelerinin

sayilart.
Sinsityotrofoblast/siddet Toplam
%75-100
Grup Grup 1 Say1 40 40
% Grup ici 100,0% 100,0%
Grup 2 Say1 20 20
% Grup ici 100,0% 100,0%
Grup 3 Say1 50 50
% Grup ici 100,0% 100,0%
Toplam Say1 110 110
% Grup igi 100,0% 100,0%
100,0% — — — — W %05
ol
I 2%650-74
] %75-100
80,0% —
60,0% —
[}
R
:>:_
40,0% —
20,0% —
0,0% T T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.2.2. AQP9 eksprese eden sinsityotrofoblast hiicrelerinin sayisal

degerleri.
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analizlerde,

immiinoreaktivitenin siddeti ve sayisal yiizdeleri agisindan Hofbauer hiicrelerinde

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.2.2.3. AQP9 eksprese eden Hofbauer Hiicrelerinin immunoreaktivite

siddetleri.
Hofbauer hiicresi/siddet Toplam
orta gucli
Grup Grup 1 Say1 4 36 40
% Grup ici 10,0% 90,0% 100,0%
Grup 2 Say1 2 18 20
% Grup ici 10,0% 90,0% 100,0%
Grup 3 Say1 3 47 50
% Grup ici 6,0% 94,0% 100,0%
Toplam Say1 9 101 110
% Grup ici 8,2% 91,8% 100,0%
100,0% M negatif
& zayif
[ orta
. guclu
80,0%
60,0% —
()
R
:>3_
40,0%
20,0% —
oo Grulp 1 Grulp 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.2.3. Gruplara ait Hofbauer hicrelerinin AQP9 immunoreaktivite

siddetleri.
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Tablo 4.2.2.4. AQP9 immiinoreaktivitesi gosteren Hofbauer hiicrelerinin sayilart.

Hofbauer hiicresi/ylizde Toplam
%25-49 %50-74 %75-100
Grup Grupl Sawyi 14 26 0 40
% Grup ici 35,0% 65,0% ,0% 100,0%
Grup2 Sayi 11 9 0 20
% Grup ici 55,0% 45,0% ,0% 100,0%
Grup3 Sayi 23 23 4 50
% Grup ici 46,0% 46,0% 8,0% 100,0%
Toplam Say1 48 58 4 110
% Grup ici 43,6% 52, 7% 3,6% 100,0%
B %0-5
B %6-24
[] %25-49
60,0% — B %50-74
[] %75-100
© 40,0% —
IS
:>3_
20,0% —
0,0% T T T
Grup 1 Grup 2 Grup 3
Grup

Grafik 4.2.2.4. AQP9 eksprese eden Hofbauer hiicrelerinin sayisal degerleri.
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e Villus i¢i bag dokusu hiicrelerinde; immiinoreaktivitenin siddeti agisindan

kontrol grubu (grup 1) diger gruplardan anlamli olarak farkliydi (p=0.003).

Tablo 4.2.2.5. AQP9 eksprese eden villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin

immunoreaktivite siddetleri.

Stromal hiicre/siddet Toplam
zayif orta gucli
Grup Grupl Sayi 0 37 3 40
% Grup ici ,0% 92,5% 7,5% 100,0%
Grup2 Sayi 0 13 7 20
% Grup ici ,0% 65,0% 35,0% 100,0%
Grup 3 Sayi 4 30 16 50
% Grup ici 8,0% 60,0% 32,0% 100,0%
Toplam Say1 4 80 26 110
% Grup ici 3,6% 72,7% 23,6% 100,0%
100,0%6 — * = 2:3?”
] orta
- gucgla
=
Grup 1 Zr:l;js Grup 3

Grafik 4.2.2.5. Gruplara ait villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin immunoreaktivite

siddetleri.
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Tablo 4.2.2.6. AQP9 immunoreaktivitesi gosteren villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin

sayilart.
Stromal hticre/ylzde Toplam
%6-24 %25-49 %50-74
Grup Grupl Sawyi 3 33 4 40
% Grup ici 7,5% 82,5% 10,0% 100,0%
Grup2 Say 2 14 4 20
% Grup ici 10,0% 70,0% 20,0% 100,0%
Grup3  Sayi 10 27 13 50
% Grup ici 20,0% 54,0% 26,0% 100,0%
Toplam Say1 15 74 21 110
% Grup ici 13,6% 67,3% 19,1% 100,0%
100,0% — Il 260-5
B %6-24
[ %25-49
M %50-74
_ [ %75-100
80,0% —
=>§_
0,0% —
i Grgp i

Grafik 4.2.2.6. AQP9 eksprese eden villus i¢i bag dokusu hiicrelerinin sayisal

degerleri.
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e Immunoreaktivitenin siddeti ve sayisal yiizdeleri agisindan fetal kapiller

endotel hiicrelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (p>0.05).

Tablo 4.2.2.7. AQP9 eksprese eden fetal kapiller endotel hiicrelerinin

immunoreaktivite siddetleri.

Endotel/siddet Toplam
orta gucli

Grup Grup 1 Say1 3 37 40
% Grup ici 7,5% 92,5% 100,0%
Grup 2 Say1 0 20 20
% Grup ici ,0% 100,0% 100,0%
Grup 3 Say1 0 50 50
% Grup ici ,0% 100,0% 100,0%
Toplam Say1 3 107 110
% Grup igi 2,7% 97,3% 100,0%

R B

B gucla

Yiizde

0,0%0

80,0%0 —

60,0206 —

40,0%0 —

20,0%0 —

Grup 1

Grup 2
Grup

Grup 3

Grafik 4.2.2.7. Gruplara ait fetal kapiller endotel hicrelerinin AQP9

immunoreaktivite siddetleri.
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Tablo 4.2.2.8. AQP9 immunoreaktivitesi gosteren fetal kapiller endotel hicrelerinin

sayilari
Endotel/ylizde Toplam
%75-100

Grup Grup 1 Say1 40 40
% Grup ici 100,0% 100,0%

Grup 2 Say1 20 20

% Grup ici 100,0% 100,0%

Grup 3 Say1 50 50

% Grup ici 100,0% 100,0%

Toplam Say1 110 110
% Grup ici 100,0% 100,0%

Yiizde

100,09 —f

80,006 —

40,006 —

20,006 —

Grafik 4.2.2.8. AQP9 eksprese eden fetal kapiller endotel hiicrelerinin sayisal

degerleri.
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5. TARTISMA

Akuaporinler bugiin artik suyun yaninda, yiiksiiz soliitlere [2, 3] ve yukli
solitlere de [110, 111] gegirgen oldugu bilinen proteinlerdir. AQP8’in su yaninda
amonyum iyonu gibi yiiklii molekiillere de gegirgen oldugu bilinmektedir [111].
AQP9 ise suyun yaninda yiiksiiz molekiillere de gegirgendir ve bir akuagliseroporin
olarak bilinir [112]. AQP8 ve AQP9’un plasentada sinsityotrofoblast hucrelerinde
eksprese oldugu farkli gruplar tarafindan bildirilmektedir [19, 109]. Damiano ve ark.
preeklamptik plasentalarda yaptigi ¢alismasinda AQP9 kanalinin gegirgenliginin
ekspresyonundan bagimsiz olarak degistirebildigini, kanalin iire gecirgenliginde
anlamli bir artis oldugunu gosterdi. Bu bilgi AQP9’un tanimini ‘patolojik kosullarda
ekspresyonunun yaninda molekiil yapisin1 da degistirebilen bir akuagliseroporin’
haline getirdi. Parodi ve ark. normal plasental eksplant kiiltiirlerinde yaptiklar
calismada insiilin uygulamasinin AQP9 ekspresyonunu azalttigini gosterdiler [6].
Ayni aragtirict grubu, kiiltir ortamina insiilin uygulamasi Oncesi TNF alfa
uyguladiginda insiilinin yarattigi bu etkinin olusmadigin1 gozlemledi. TNF alfa
insiilinin etkilerinin reseptér diizeyinde bloke eden, dolayisiyla reseptor diizeyinde
insiilin rezistans1 meydana getiren bir molekiildiir[22].

Gebelik, fizyolojik olarak diyabete yatkinlik yaratan bir durumdur. ilk ve
ikinci trimesterin baglarinda artan Ostrojen seviyeleri sebebiyle insiiline duyarlilik
artarken daha sonralarn1 plasentadan salinan human plasental laktojen (hPL),
kortikotropin serbestlestirici hormon (CRH), prolaktin (PRL) ve kortizol etkisiyle
periferik bir insiilin rezistans1 olusmaktadir. Buradaki amag fetusa daha fazla glukoz
destegi saglamaktir. [49].

Calismamizda diyetle regiile ya da insulinle regile GDM hastalarinin
sinsityotrofoblast tabakasinda AQP8 ve AQP9 ekspresyonu, kontrol gruplariyla
benzer bir dagilim gosterdi.

Bu bilgiler g6z 6niine alindiginda, g¢alismamizda kullandigimiz gestasyonel
diyabeti olan ve kan glukoz seviyeleri diyetle ya da insiilinle regiile edilmis
dolayisiyla insiilin rezistansinin da kirilmis oldugu kabul edilen hastalarda AQP’lerin
immunohistokimyasal ifadelerinin kontrol grubuyla benzer o6zellik gdéstermesi

beklenmelidir ki sonuglarimiz da bu yondedir.
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Damiano ve ark. preeklamptik plasentalarla yaptigi c¢alismada, AQP9
kanalinin membran ekspresyonunun kontrol grubundan anlamli bir farklilik
gostermedigi ancak kanalin iire gegirgenliginde kontrol grubuna gore artis oldugunu
bildirdiler [6]. Boyle bir fonksiyon degisikligi diyabetik plasentalar i¢in de s6z
konusu olabilir. Bunun i¢in immiinohistokimya ¢alismalarinin yaninda kanal
gecirgenligini de 6lgen fonsiyon deneyleri de yapilmalidir.

Akuaporinlerin plasentadaki rolleri, giinimiizde halen farkli bir¢ok grup
tarafindan caligilan ve regiilasyon mekanizmalar1 heniiz tam anlasilamamis bir
konudur. Ancak karaciger ve yag dokusunda AQP9 ve AQP7 nin enerji
metabolizmasinda belirgin roller iistlendigine dair birgok veri mevcuttur.

Yag dokusu enerji homeostazinin devami i¢in aglik aninda enerji desteginde
onemli bir rol oynar. Bunu da mevcut depo trigliseridlerini yikip dolagima yag asidi
ve gliserol saglayarak gerceklestirir. Dolagima gecen gliserol karaciger tarafindan
alimir ve glukoneogenez ile enerji liretiminde kullanilabilecek form olan glukoza
cevrilir. Iste bu islem sirasinda yag dokusunda gliseroliin kana gecisi AQP7 ile ,
kandan hepatosite gecisi ise AQP9 ile gergeklesir. Beslenme sonrasi ise yiikselen kan
sekeri seviyeleri sonucu yag yikimi durur(lipoliz) ve yag yapimi baslar(lipogenez).
Yag dokusunda AQP7 mRNA seviyeleri azalirken, hepatositte AQP9 seviyeleri de
dolasimdaki gliseroliin azalmasi sebebiyle baskilanir[113].

Uzamis aclikla periferik insiilin rezistansi prensip olarak birbirine
benzetilebilir. Uzun siireli aclikta kan sekeri diisiik olmas1 sebebiyle dokulara yeterli
glukoz saglanamaz ve lipoliz olusur. Periferik insiilin rezistansinda ise kan sekeri
yiiksektir ancak diren¢ sebebiyle dokular bu yiiksek glukozdan faydalanamiyordur.
Iste bu noktada plasental akuaporinler de tipki karacigerdeki AQP9 gibi lipoliz
sonucu olusan gliserolii fetal dolasima katmak i¢in bir gliserol kanali gibi islev
goriyor olabilir.

GDM’de fetal hiperglisemi fetal hiperinsulinemiye yol acgar[26]. Fetusun
artmis insulin seviyeleri de plasental AQP8 ve AQPY seviyelerini etkiliyor olabilir.
Calismamizda  sinsityotrofoblast  hiicre  tabakasindaki  immunoreaktivitenin
cogunlukla bazale lokalize oldugunu gozlemledik. Sinsityotrofoblast hucrelerinin
bazal membrani villus i¢i bag dokusuyla temas haldedir yani fetal kapillerlere bakan

membran yliziidlir. Diyabetik plasentalarda villus i¢i 6dem olmasindan dolayr AQPS8
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ve AQP9 kanallari villus i¢indeki bu mevcut su fazlasini ortamdan uzaklastirmak igin
cogunlukla bazale lokalize olmus olabilirler.

Yaptigimiz calismada; GDM  hastalifinda da AQP8 ve AQP9
ekspresyonlarinin var oldugu belirgindir. Ancak ekspresyonlarindaki degisimleri
daha saglikli degerlendirmek adina tamamen saglikli bir kontrol grubunun yanina
regiile olmayan GDM’ye sahip bir grup daha olusturmak olduke¢a faydali olacaktir.
Giliniimiizde GDM ozellikle biiyiiksehirlerde olduk¢a iyi taranan bir hastalik
olmasia ragmen kirsal kesimlerde halen diisiik oranlarda da olsa kontrol altinda
olmayan vakalar mevcuttur. Bu vakalar makrozomik bebek, anlik kan sekeri 6l¢timii
ve eslik eden polihidramniyosla tanmabilir ve bdyle bir grup uzun vadede
olusturulabilir. Diger taraftan normal plasental eksplant kiiltiirleri yerine GDM’li
plasental kilturler kurmak plasental AQP8 ve AQP9’un insiilin ile olan iliskisini
gercege daha yakin bir model {izerinde ¢aligma imkani yaratacaktir.

Insiilin rezistansi reseptdr ya da post reseptdr diizeyinde olabilir. Insiilinin
hicre ici etkilerinden en bilineni olan glukozun hicre igine tasinimini inositol
trifosfat kinaz yolagi iizerinden gerceklestirmektedir. Bu yolak aktiflestiginde
sitozolde bulunan GLUT4 hiicre membranina transloke olur ve glukozun kandan
hiicre i¢ine alimi arttirtlir. Ayni1 mekanizma yag dokusunda AQP7 i¢in mevcuttur.
Lipoliz esnasinda plazma insulin seviyesinin azalmasi adipositlerde gliserol tiretimini
arttirir, es zamanli olarak sitozolde bulunan AQP7 membrana taginir ve hiicre i¢inden
kana gliserol tasinimi gergeklesir[101]. Ayn1 mekanizma plasental AQP8 ve AQP9
icinde gecerli olabilir. Bunun igin, bu yolakta gorevli olan insulin reseptorlerinin
(IR1-IR2) ve insiilin reseptor substratlarinin protein diizeyindeki ekspresyonlar1 da
AQP8 ve AQP9 ile es zamanli olarak bakilmalidir.

Hofbauer hiicrelerinin gebeligin 4.-5. ayindan sonra terme dogru plasental
olgunlagma sirasinda villoz stromanin yogunlasmasina bagl olarak sikisirlar ve diger
villoz bag dokusu hiicrelerinden ayirt edilemezler. Ancak diyabet gibi villus i¢i bag
dokusunun daha gevsek oldugu patolojilerde kolaylikla ayirt edilebilirler[114].

Hofbauer hiicrelerinin, diger islevlerini yani sira, stromal sivi dengesinin
diizenlenmesinden rol oynadigi disiiniilmektedir. Bu hicrelerin, intrasitoplazmik
vakuolleri ve biiyiik lamelli podlar ile villus stromasinda bulunan fetal serum

proteinlerini azalttigl, bu sayede gebeligin erken doneminde plasental su dengesinin
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diizenlenmesine katki sagladig: diistiniilmektedir. Bu gorev, plasentanin interstisyel
alandaki proteinleri kan damar sistemine dondurecek bir lenfatik sistemi
olmamasindan kaynaklantyor olabilir[115, 116].

Peritoneal makrofajlarda bir akuagliseroporin olan AQP3 ekspresyonu
gosterilmisgtir. AQP3  geni c¢ikarilmis farelerde makrofajlarinin  fagositik
aktvivitelerinin bozuldugu, hiicre i¢i gliserol,su ve glukoz miktarlarinin azaldigi
gosterilmigitr.  AQP3  antikoru ile yapilan immiinofloresan isaretlemede
immunoreaktivitenin bir eritrositi fagosite edecegi tarafta olusturdugu fagositik
cukurda (cup) daha yogun oldugu bildirilmektedir. [108].

Calismamizda Hofbauer hiicrelerinde hem AQP8 hem de AQP9 ekspresyonu
goOsterilmistir. Literatiirde insan dokusunda bulunan Hofbauer hicrelerinde herhangi
bir akuaporin ekspresyonuna dair bir calisma bulunmamaktadir. Daha 6nce AQP
molekiilleriyle insan plasentasinda bir¢ok calisma yapilmistir ancak highirisinde
hofbauer hiicrelerinde AQP ekspresyonu rapor edilmemistir. Bu durum akuaporin
calisilan plasentalarin term ve saglikli plasentalar olmasi ve bu sebeple bu hiicrelerin
spesifik olarak ayirt edilememesi ya da patolojik plasentalarin patolojileri geregi

villus i¢i 6deminin olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.
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. SONUCLAR

. Normal (Grup 1), insulinle regule gestasyonel diyabetes mellituslu (Grup 2) ve
diyetle regiile gestasyonel diyabetes mellituslu (Grup 3) gebe plasentalarinda;
sinsityotrofoblast hiicrelerinde AQP8 ve AQP9 ekspresyonu mevcuttu.

. Sinsityotrofoblast hiicrelerindeki bu ekspresyon, siddeti ve sayisal yogunlugu
acisindan gruplar arasinda benzerlik gostermekteydi.

. Sinsityotrofoblast hiicre tabakasindaki ekspresyon yer yer hiicre tabakasinin
bazaline lokalizasyon géstermekteydi.

. Hofbauer hiicre sayisi; insilinle regile GDM grubunda, AQP8 ekspresyonu
acisindan diger iki gruptan daha azdi ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi.

. Villus i¢i bag dokusu insilinle regiile GDM grubunda, diger gruplardan daha
zayif bir AQP8 immunoreaktivitesine sahipti ve bu fark istatistiksel olarak
anlamliydi.

. Fetal kapiller endotel hiicreleri diyetle regiile GDM grubunda, diger gruplardan
daha az sayida ve daha az siddette AQP8 immunoreaktivitesine sahiptiler ve bu
fark istatistiksel olarak anlamliydi.

. Villus i¢i bag dokusu hiicreleri; kontrol grubunda, diger gruplardan daha az
siddette AQP9 ekspresyonuna sahiptiler ve bu fark istatistiksel olarak anlamliydi.

. Hofbauer hicreleri ve fetal kapiller endotel hucreleri AQP9 ekspresyonu

acisindan gruplar arasinda benzer 6zelliklere sahipti.
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. ONERILER

. Bu ¢alismada akuaporinlerin plasentadaki regiilasyonuna 151k tutmak amaciyla,
gestasyonel diyabetli plasentalar AQP8 ve AQP9 ekspresyonu acgisindan
taranmistir. Immunhistokimyasal ekspresyonun gen ve mRNA diizeyinde teyit
edilmesi ve kantitatif verilere ulagmak icin c¢alismaya bir sonraki asamada
blotlama yontemlerinin eklenmesi elde edilen sonucglarin gilivenilirligini
arttirilabilir.

. Plasental akuaporin - insiilin ilgkisi kiiltiir ortaminda normal eksplant
kiiltiirlerinde ¢alisilmig, insiilin rezistanst hiicrelere TNF-alfa uygulanarak
deneysel olarak olusturulmustur. Bir sonraki ¢alismanin insiilin rezistanst sebebi
ile gestasyonel diyabet tanisi almis plasental eksplant kiiltiirlerinde yapilmasi,
durumun kiiltiir ortaminda ger¢ege daha yakin modellenmesini saglamis olacaktir.
. Calismaya saglikli bireylerden olusmus kontrol grubunun yani sira regiile
olmayan GDM’li bir grubun eklenmesi, akuaporinlerin tedavi edilmemis insiilin
rezistansinda nasil bir ekspresyon paterni sergileyecegini gostermesi acisindan
faydali olacaktir.

. GDM, iilkemizde ozellikle biiyiiksehirlerde olduk¢a 1iyi taranan ve tam
konulduktan sonra regiilasyonu basarili bir sekilde devam ettirilen bir hastaliktir.
Ancak hastalarin tedaviye uyum orani 6zellikle kirsal kesimler diismekte, nadir de
olsa regiile olmayan GDM vakalar1 goriilebilmektedir. Bu vakalar dogum aninda
makrozomik bebek, anlik kan sekeri Ol¢limii yiiksekligi ve komplike olmus
polihidramniyosla taninabilir ve planlanacak uzun vadeli bir ¢alismada bdyle bir
grup olusturulabilir.

. Regiile olmayan GDM’de komplikasyon olarak gorilen polihidramniyosun daha
genis bir cercevede tartigilabilmesi i¢in immiinohistokimyasal degerlendirmeye

amnion zar1 da dahil edilmelidir.
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