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Fetal Membranların Genel Yapısı 
Gebeli�in gerçekle�mesiyle ba�layan plasentasyon, 

embriyonun devamı ve sa�lı�ı için gerekli olan plasental 
yapının tam ve sa�lıklı olarak geli�mesi için gereklidir. 
�nsan plasentanın geli�imi, di�er bir tanımlamayla; 
blastosistin endometriyum epiteline tutunması, stabil 

kontaktlar kurarak endometriyumda geli�imine devam 
etmesi ile ba�lar (1). Geli�me sürecinde fetal membranlar, 
plasental villus a�acını saran disk benzeri membranöz bir 
kese olu�turur. Bu kesenin kalınla�ması ile termdeki 
plasentanın diskoidal, villöz ve hemokoriyal yapıları olu�ur 
(1,2). 
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Özet 
Maternal dokuların invazyonu esnasında fetal trofoblast 

hücreleri tümör matrikslerine benzeyen bir matriks (matriks-tip 
fibrinoid) salgılar. Bu matrikste bulunan fibronektin izoformlarının 
(Fni) trofoblast invazyonu esnasında önemli roller oynadıkları 
dü�ünülmektedir. Ayrıca yine bu matrikste yer alan ve “i” kan grubu 
antijenini ta�ıyan fibronektin benzeri küçük moleküllerin, annenin 
immun cevabını baskıladıkları yönünde spekülasyonlar vardır. Bu 
çalı�manın amacı maternal ve fetal dokular tarafından plasentasyon 
esnasında üretilen di�er matriksler ile trofoblast matriksi arasındaki 
farklılıkların ortaya konmasıdır. Özellikle ekstrasellüler matrikslerde 
Fni da�ılımlarına odaklanıldı. Ayrıca “i” kan grubu antijenini 
ta�ıyan küçük fibronektin benzeri moleküllerin matriks-tip 
fibrinoidinden izolasyonu ve karakterizasyonu hedeflendi. �nsan 
term plasentasının farklı bölgelerinden örnek dokular alındı ve 
biyokimyasal yöntemler kullanılarak, Fni (genel, hücresel ve 
onkofetal) belirlendi. Ayrıca bu dokulardaki matriks elemanları çok 
basamaklı bir protokol ile ekstrakte edildi. Fni varlı�ı SDS-PAGE 
ve Western blot yöntemleri ile gösterildi. Elde edilen sinyaller 
dansitometrik ölçümler olarak taranmı� ve de�erlendirildi. Fetal 
membranlardan hazırlanan ekstraktlarda ufak fibronektin benzeri 
olan “i” kan prekürsör antijenini ta�ıyan proteinler jelatin-agaroz 
kolon kromatografisi ve afinite kromotografileri ile ayrı�tırılmaya 
çalı�ıldı. Hemen hemen çalı�ılan tüm örnek dokularda farklı Fni ait 
reaktivite ve aktiviteler saptandı. Bu moleküller de�i�en oranlarda 
ve beraber ekstrakte edilebilmi�lerdir. Hücresel ve onkofetal 
fibronektinler için en güçlü reaksiyonlar özellikle trofoblastların, 
maternal dokuları invaze ettikleri bölgelerde bulundu. “i” kan grubu 
antijenini ta�ıyan küçük fibronektin benzeri moleküllerin 
biyokimyasal izolasyonu ve pürifikasyonunda kullanılan 
yöntemlerle elde edilen verilerin anlamlılıkları spesifite açısından 
literatür bilgileriyle kıyaslanarak tartı�ıldı. 
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 Summary 
During the invasion process, trophoblast cells secrete a 

tumor-like matrix (matrix-type fibrinoid). Fibronectin isoforms 
(Fni) seem to play an important role during trophoblast invasion. 
Besides, there are speculations that small fibronectin like 
molecules carrying antigenic epitope of “i” blood precursor 
supress the immune system of the mother. The aim of the present 
study was to analyze the differences between the other types of 
matrices produced by maternal and fetal tissues and the tumor-like 
matrix produced by trophoblast. The main concern was focused on 
the distribution of Fni in the extracellular matrices. On the other 
hand, it was also aimed to isolate and characterize small 
fibronectin like molecules carrying antigenic epitope of “i” blood 
precursor. Tissue samples were collected from different sites of 
human term placenta by using immunohistochemistry the 
expression of Fni (general, cellular and oncofetal) were 
determined. Besides, matrix components of these tissues were 
extracted with a multi-step extraction protocol. The presence of 
Fni were demonstrated by SDS-PAGE and Western blots. The 
signals from immunoreactivities and enzymatic activities were 
detected by scanalytics system. The extractions from fetal 
membranes were applied on gelatine agarose and affinity columns 
to isolate and purify the small fibronectin like molecules carrying
antigenic epitope of “i” blood precursor. In nearly all tissues 
reactivities and activities for Fni were determined. These 
molecules were co-extracted from all tissues in variable degrees. 
Strongest reactivities for cellular and oncofetal fibronectin was 
found, in particular, in areas, where invasive fetal trophoblast cells 
invade maternal tissues. The results obtained during the isolation 
and purification of small fibronectin like molecules carrying 
antigenic epitope of “i” blood precursor were discussed regarding 
to their specificity and their relevance reported in the literature. 

Key Words: Placenta, Extravillous trophoblast, Invasion, 
                      Extracellular matrix, Fibronectin 
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Koryonik ve bazal plakları intervillöz bo�lu�u sararak 
plasenta için bir tavan ve taban olu�turur. Maternal kan bu 
intervillöz bo�lu�u perfüze ederek plasental villusların 
trofoblastik yüzeylerinin çevresinde dola�ır. Bu villusların 
yapısı, tıpkı koryonik plaktan do�an ve intervillöz bo�lu�a 
do�ru uzanan bir a�aca benzer. Fetal damarlar villusların 
içine yerle�mi� olup, koryonik plak ve umbilikal kordon 
aracılı�ı ile fetal dola�ıma ba�lanmı�lardır. Plasentanın 
kenarında koryonik plak ve bazal plak birle�erek koryon 
leveyi olu�turur ve intervillöz bo�lu�u kapatırlar (1). �nsan 
term plasentasının klasik rutin kesitlerinde, yukarıda 
belirtilen bu yapılar ve hücre toplulukları çizimle �ematize 
edilmi� �ekillerle gösterilmektedir (�ekil 1). 

Amniyon, koryonik plak ve koryon leve üzerinde, 
amniyon bo�lu�u do�ru yer alıp, tek katlı küboidal veya 
prizmatik epitelden olu�ur. Bu hücreler, kompakt bir bazal 
membran üzerine yerle�mi�tir ve bu bazal membran 
aracılı�ıyla alttaki tabakayı olu�turan ve fibroblast tabakası 
olarak adlandırılan amniyonik mezenkime tutunur. 
Amniyon ve koryon arasında bulunan ve tek tük fibroblast 

içeren süngerimsi ara tabaka, koryonik mezenkimle 
(koryonik plak veya koryon leveye ait olan) devam eder. 

Koryonik plak ve koryon levede bulunan trofoblast 
hücreleri, de�i�ik matrikslerle doldurulmu� bir sistemle 
birbirlerinden ayrılırlar. Bu hücreler tarafından salgılanıp 
içine gömüldükleri bu matriksler matriks-tip ve fibrin-tip 
fibrinoid olarak adlandırılmaktadırlar (�ekil 2). Fibrin-tip 
fibrinoid ayrıca maternal kan ile temasın oldu�u bölgelerde 
yerle�mi�tir. 

Maternofetal ve fetomaternal alı�veri�te (örn. Gaz 
de�i�imi, emilim, dı�arı atım, metabolik, katabolik, 
immünolojik ve hematopoietik de�i�imler) plasental 
villuslar en önemli rolü oynarlarken fetal membranların 
(amniyon ve koryon leve) katkısı oldukça sınırlıdır (3). 
Fonksiyon gere�i de�i�ik tipte villuslar (stem, çapa, 
immatür, matür ve terminal) (4). Yapı ve fonksiyon 
farklılıklarına ra�men, de�i�ik tipteki villusların ortak bir 
noktası vardır; bu, villus stromasını intervillöz aralıklardaki 
anne kanından ayıran trofoblastik tabakalardır. Bu 

 
�ekil 1. Termdeki insan plasentasının kenar kısmından bir kesitin genel çizimi görülmektedir. Fetal membranların hemen hemen tamamına yakını 
bu �ekilde gösterilmeye çalı�ıldı. Amniyon (A), koryon leve (Kl), koryonik plak (Kp), villus dokusu (V), plasental fibrinoid (F), hücre kolonları 
(Hk), çapa villuslar (Çv), hücre adacıkları (Ha), septa (S), bazal plak (Bp), desidua bazalis (D), göbek kordonu (Gk), Nitabuch’un fibrinoidi (Ni) 
(Benirschke ve Kaufmann’dan, 1995, de�i�tirilerek). 
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tabakalar, sinsisyotrofoblast ve stiotrofoblasttan 
olu�mu�tur. 

Di�er taraftan, villus formasyonunda görev almayan 
trofoblast hücreleri, ekstravillöz trofoblast hücreleri (EVT) 
olarak adlandırılır. Bu hücrelerin yer aldı�ı plasentanın 
di�er bölümleri; koryon leve, koryonik plak, hücre 
kolonları, plasental septa, bazal plak ve hücre adalarıdır. 
Bu hücrelerin bir özelli�i; matriks-tip fibrinoidinin içine 
gömülmü� olmalarıdır (�ekil 2). 

Reseptörler, integrinler ve matriks molekülleri üzerine 
yapılmı� çalı�malar villus sinsisyumunun tabanını 
olu�turan sitotrofoblast hücreleri (Langhans hücreleri) ile 
EVT kök hücreleri arasında bir fark ortaya koymamaktadır 
(5-7). Trofoblastik kök hücreleri bulundukları yerde 
maternal kanla kar�ıla�tıkları zaman sinsisyal bir de�i�ime 
u�rarlar ve villus sinsisyotrofoblastını olu�tururlar. Ancak, 
bu kök hücreler fibrin veya di�er ekstravillus molekülleri 
ile kar�ıla�tıkları zaman EVT hücrelerini olu�tururlar ve 
invazif bir fenotip kazanırlar (7). 

Çapa villuslar, villus gövdelerini bazal pla�a veya 
hücre kolonları aracılı�ı ile plasental septaya ba�layan 
yapılardır. Hücre kolonları ise çok tabakalı sitotrofoblast-
lardan olu�mu� ve kesintili bir sinsisyotrofoblast tabakası 
ile çevrelenmi�lerdir. 

Hücre adaları villus a�acından do�arak koryonik 
pla�a tutunmu� hücre kolonları olarak dü�ünülebilir. Tıpkı 
hücre kolonlarındaki gibi EVT burada da matriks-tip 
fibrinoidine gömülmü�lerdir. �ki yapı arasındaki fark, 
hücre adaları maternal endometriyum ile temas haline 
gelmezken, hücre kolonlarında EVT, proliferatiften invazif 
karaktere do�ru oryantasyon göstermi�lerdir. Ayrıca, hücre 
kolonları intervillöz bo�luktan fibrin-tip fibrinoidi 
vasıtasıyla ayrılmı�tır. 

Bazal plak, intervillöz bo�lu�un tabanını olu�turur. 
Bazal pla�ın dip tabakası, Nitabuch’un fibrinoidi olarak 
adlandırılan, uteroplasental fibrinoiddir. Bazal pla�ın 
derinliklerinde maternofetal bölgedeki karı�ımda, “sava� 
alanında”, lokalize olmu�tur ve çok de�i�ik �ekillerde 
kesintiler gösteren a�rımsı lamelimsi bir yapıdadır. 
Fibrinojen, hücrelerin sekresyon ve dejenerasyon ürünleri 
ile heparan sülfat proteoglikanlardan olu�mu�tur (8). 

Göbek kordonu amniyonik epitel ile çevrelenmi� olup 
merkezdeki ba� dokusuna sıkıca yapı�tı�ı için fetal 
membranlardan kolaylıkla ayrılamaz. Ba� dokusu 
(Wharton jeli) açık zincir polisakkaridlerden (hiyaluronik 
asit, glikozil ve mannozil grupları içeren karbonhidrat 
grupları) ve farklı matriks moleküllerinden olu�mu�tur (9). 

Plasental fibrinoid hücresiz, yo�un bir �ekilde 
boyanan, eozinofilik bir madde olup plasentanın de�i�ik 

 
�ekil 2. Plasental fibrinoidin da�ılımı ve tiplendirilmesini gösteren çizim. Fibrinoidin bulundu�u bölgenin özelli�ine göre isimlendirilmesi yapıldı. 
1-Langhans çizgisi, 2-Perivillöz fibrinoid, 3-�ntervillöz fibrinoid, 4a-Hücre adacı�ı fibrinoidi, 4b-Septa fibrinoidi, 5-Rohr çizgisi, 6-Nitabuch 
fibrinoidi, 7-Hücre kolonu fibrinoidi, 8-�ntramural fibrinoid, 9-Koriyon leve fibrinoidi (Kaufmann ve ark.’dan, 1997, de�i�tirilerek). 

T Klin J Med Sci 2002, 22 451 



 
Ay�e Yasemin DEM�R  FETAL MEMBRANLARDA F�BRONEKT�N VE �ZOFORMLARININ DA�ILIMI: B�YOK�MYASAL B�R ANAL�Z 
 

bölgelerinde bulunabilir; intervillöz yüzeylerde (perivillöz) 
ve villuslarda (intravillöz), koryonik pla�ın alt kısımları 
olan intervillöz yüzeylerde (Langhans’ın fibrinoidi), bazal 
pla�ın yüzeyinde (Rohr’un fibrinoidi), maternofetal 
birle�me bölgesinin derinliklerinde (Nitabuch’un 
fibrinoidi), hücre kolonları, hücre adacıkları ve septumdaki 
ekstrasellüler matriksde bulunur (�ekil 2). Yeni bulgular 
plasental fibrinoidin hem yapı hem de birle�im açısından 
farklı iki bölüme ayrıldı�ını göstermektedir: matriks-tip 
fibrinoidi ve fibrin-tip fibrinoidi (10). 

Plasental Fibrinoid 
Literatürde “plasental fibrinoid” terimi yapısal olarak 

hücresiz, homojen, parlak, asidik boyanabilen ve 
plasentanın özelli�mi� ekstrasellüler matriksleri için 
kullanılagelmi� klasik bir tanımlamadır (1). Yapı, 
kompozisyon ve fonksiyon bakımından iki farklı fibrinoid 
tipi birbirinden ayrılabilmektedir. Bunlar matriks-tip 
fibrinoidi ve fibrin-tip fibrinoiddir (10,11). 

�mmünhistokimyasal olarak fibrin-tip fibrinoidi 
ço�unlukla fibrin ama farklı fibronektin izoformları ile 
reaksiyon vermektedir. Muhtemelen maternal kan 
koagülasyonunun bir ürünüdür (10). Matriks-tip 
fibrinoidinden vital hücrelerin yoklu�u ile ayırtedilebilir. 
Plasentanın mekanik anlamda stabilizasyonu, intervillöz 
bo�luktaki kan akımının düzenlenmesi, villus a�acına �ekil 
verilmesi ve maternofetal transfer prosedürlerine katılım 
gibi bazı fonksiyonlarda görev aldı�ı dü�ünülmektedir 
(11). Maternofetal birle�me bölgesinin büyük bir bölümünü 
de (Nitabuch’un fibrinoidi) fibrin-tip fibrinoidi olu�turur. 
Matriks-tip fibrinoidi EVT tarafından salgılanan özelle�mi� 
bir matrikstir. Fibrin-tip fibrinoidin aksine maternal kanla 
yüzle�medi�i gibi ya fibrin-tip fibrinoidi ya da ba�ka 
dokularca maternal kandan ayrılmı�tır. �nvazif karakterdeki 
EVT bu matriksi salgılamaktadır. Koryon leve, koryonik 
plak, hücre adaları ve plasental septa, trofoblastik hücre 
kolonlarının derin invazif kısımları, bazal pla�ın 
derinliklerine kadar invaze olmu� EVT’nin çevresi gibi 
bölgelerde görülür. Matriks-tip fibrinoidinin kompozisyonu 
ve yapısı dikkate alındı�ı zaman bu bölgeler arasında fark 
yoktur (7,11). Bu bölgeler içerisinde en çok incelenmi� 
olanı hamileli�in birinci trimesterindeki hücre kolonlarıdır 
(�ekil 2). Burada matriks tipi, miktarı, kompozisyonu ve 
yerle�imi oldukça iyi incelenmi�tir. 

Bazal lamina ile ili�kisini yitirmi� olan daha ileri 
proliferatif trofoblastlarca ekstrasellüler matriksin 
salgılandı�ı saptanamamı�tır (5,10,12). Maternofetal 
birle�im zonuna do�ru EVT proliferatif fenotipten invazif 
fenotipe kayarlar, intersellüler aralıklar birbirlerinden 
açılır. Ekstrasellüler matriks salgısı da buna paralel olarak 
artar. Matriks salgısı artık bazal plazmalemma boyunca 
polarize bir tarzda olmayıp, trofoblastın tüm yüzeyini 

kaplayacak �ekildedir ve matriks-tip fibrinoidin tipik yapısı 
olan mozaik ve yama tarzını sergilemektedir. 

Matriks-tip fibrinoidin moleküler ve ultrastrüktürel 
analizinde üç tip farklı materyalin oldu�unu göstermektedir 
(13,14). Bazal lamina benzeri yamalar; kollajen tip IV ve 
laminin antikorları ile pozitif reaksiyon verirken 
fibronektin, vitronektin ve heparan sülfat ile negatiftirler. 
Parlak, homojen ve amorf madde benzeri yamalarda ise 
heparan sülfat, vitronektin moleküllerinin bulundu�u, 
hiyaluronan ve kondroitin sülfatın ise mevcut olmadı�ı 
gösterilmi�tir. �nce fibriler a� tarzındaki yamaların ise 
fibronektinin de�i�ik izoformları (genel, hücresel ve 
onkofetal) ve kan grubu antijeni “i” ile immunopozitivite 
verdikleri gösterilmi�tir. Bu matriks komponentlerinin 
karakteristik da�ılımlarının yanısıra, hücre kolonlarında 
matriks degradasyonundan sorumlu enzimler; matriks 
proteinazları da eksprese edilmektedir (15). 

Ekstrasellüler Matriks Komponentleri 
Fibronektin 

Fibronektinler adhezif glikoproteinler olup üç 
homolog tekrar ünitesinden (tip I, II, III) olu�ur. Bu 
üniteler tip I, tip II ve tip III olarak adlandırılmaktadır. Bir 
fibronektin molekülünde 12 tip I bölgesi, 2 tip II bölgesi ve 
15-17 tip III bölgesi vardır. Bu modüler üniteler farklı 
fonksiyonları gösterecek olan domeynlerin temel yapı 
bloklarını olu�tururlar (�ekil 3). Örne�in; tip I modülleri 
heparin ve fibrine ba�lanan domeynlerin yapımında, tip II 
modülleri kollajen veya jelatine ba�lanan domeynlerin 
yapımında ve tip III modülleri hücrelere, DNA ve heparine 
ba�lanan domeynlerin yapımında kullanılmaktadır (15-17). 

Fibronektin molekülü 250-280kD molekül 
a�ırlı�ındaki ve karboksil terminalinde disülfit köprüleri ile 
birbirine ba�lanan iki subunitten olu�mu�tur. Vücut 
sıvılarında fibronektinler çözünebilen protomerler halinde 
iken ekstrasellüler matrikslerde polimerik fibriler 
formlarda bulunmaktadırlar (18). 

Bu moleküllerin çok farklı fonksiyonları vardır, 
bunların arasında normal hücre morfolojisinin kurulması 
ve devam ettirilmesinde, hücre migrasyonunda, homeostaz 
ve trombozda, yara iyile�mesinde ve onkojenik 
transformasyonda rol oynarlar (17). 

Sadece bir gen tarafından kodlanmasına ra�men 
fibronektinin 20’nin üzerinde de�i�ken formları vardır. Bu 
farklılıklar post-translasyonal modifikasyonlar (örn. 
Glikolizasyonlar) ve mRNA prekürsöründeki üç genel 
bölgenin (IIICS, ED-A ve ED-B) alternatif splaysinge 
maruz kalması ile ortaya çıkmaktadır (�ekil 3). Plazma 
fibronektini alternatif splaysing domeynlerini içermezken, 
hücresel izoformlar primer transkriptte ED-A domeynini 
içerirler (19). 
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Transforme olmu� hücrelerde ve malignitelerde 
fibronektinin primer transkriptindeki alternatif splaysing 
domeynleri deregüle olurlar (19). Normal doku ve 
hücrelere nazaran transforme hücrelerde ve tümör 

dokularında III-A (ED-A), III-B (ED-B) ve III-V (IIICS) 
domeynlerini içeren fibronektin izoformları çok daha 
yüksek derecede eksprese edilirler (20,21). Özellikle III-B 
ve III-V sekanslarını içeren fibronektinler hemen hemen 

 
�ekil 3. Fibronektin molekülü. Doku ve antikorların ba�landıkları farklı noktalar gösterilmi�tir. Ayrıca farklı splays variantları [IST-9 (+), BC-1 (+), 
FDC-6 (+)] belirtilmi�tir (Johansson ve ark.’dan de�i�tirilmi�tir). 
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sadece fetal ve tümör dokuları ile iyile�mekte olan 
yaralarda üretilir (22-24). Ayrıca Huppertz ve arkada�ları 
(14,15) matriks-tip fibrinoidindeki fibriler a�ların 
immunohistokimyasal olarak genel (IST-4, IST-6), 
hücresel (IST-9) ve onkofetal fibronektin izoformları (BC-
1, FDC-6) ile reaktif oldu�unu göstermi�lerdir (�ekil 3). 

Matriks-Tip Fibrinoidinde Fibronektin Benzeri 
Protein 

Matriks-tip fibrinoidinde ayrıca fibronektin antikorları 
ile reaktif ufak fibriller de bulunmaktadır. Bu fibrillerin, 
karbonhidrat yapısında olan kan grubu prekürsörlerinden 
“i” antijenine kar�ı olan antikorlarla reaktivitesi rapor 
edilmi�tir (12) ve reaktivitenin fibrillerle ili�kili olması 
matriks-tip fibrinoidindeki fibronektin molekülü ile 
ili�kilerin oldu�unu dü�ündürmektedir. Esasen “i” antijeni 
onkofetal bir epitop olup tüm insan fetuslarında 
üretilmektedir. Fibronektin molekülü ile de ili�kili 
olabilecek bu glikozillenmenin, maternal dokulara invaze 
olan fetal hücreleri maskeledi�i ve anneden kaynaklanan 
immün cevabı baskılandı�ı yönünde spekülasyonlar vardır 
(12,25). 

Amaç, bu çalı�mada bir tümör matriksi olan ve EVT 
hücrelerince salgılanan matriks-tip fibrinoidi ile fetal ve 
maternal kökenli di�er plasental matriksler arasındaki 
farkların ortaya konmasıdır. Bu farklar; trofoblast 
migrasyonu ve farklıla�masındaki muhtemel rolleri 
nedeniyle onkofetal formlar da dahil olmak üzere 
fibronektin izoformları ve trofoblast invazyonu esnasında 
matriks düzenlenmesi ile sınırlandı. 

Bu çalı�manın di�er bir kolunu da özellikle annenin 
immün cevabının baskılanmasında önemil rol 
oynayabilece�i dü�ünülen “i” kan grubu antijenini ta�ıyan 
ekstrasellüler matriks proteinlerinin, matriks-tip 
fibrinoidinden izolasyonu ve karakterizasyonu olu�turdu. 
Bu proteinlerin biyokimyasal izolasyonları ve 
pürifikasyonlarında kullanılan yöntemler sonucu elde 
edilen verilerin anlamlılıkları spesifite açısından 
ara�tırılarak literatürde rapor edilen sonuçlarla (26) 
tartı�ıldı. 

Materyel ve Metodlar 
Biyokimyasal Analizler 

Vajinal do�um veya sezaryenle sona ermi� normal 
hamileliklerden elde edilen normal term plasentalar (n=7) 
kullanıldı. Buz üzerinde laboratuvara transfer edilen 
organdan 5-10 g’lık doku örnekleri a�a�ıda anlatılan 
�ekillerde farklı bölgelerden alındı (�ekil 1; daire içine 
alınmı� bölgeler). Disseke edilen dokular ayrıldı ve doku 
örnekleri daha sonra tampon içerisinde (PBS, pH 7.4, %5 
sükroz) sıvı nitrojende dondurularak deneylerin 
ba�langıcına kadar -35oC’de saklandı. 

Ekstraksiyonlar 

Matriks komponentlerinin ekstraksiyonu buz üzerinde 
ve dializ a�amasına kadar proteaz inhibitörlerinin 
varlı�ında uygulandı (Protease Inhibitor Coctail; 
Boehringer Mannheim). Protokolün i�leyi�i Tablo 1’de 
verilmi�tir. Farklı tamponlar sayesinde farklı özellikler 
ta�ıyan proteinler birbirinden ayrılabildi. 

 
 
Tablo 1. Ekstrasyon a�amalarında kullanılan solüsyonlar ve �artları belirten çizelge 

 
Basamaklar Solüsyonlar Ko�ullar 

Doku örneklerinin çözülmesi PBS, pH 7.4, %5 sükroz Oda sıcaklı�ı 
Santrifügasyon  1000 xg, 15 dakika, 4oC 
Komple homojenizasyon Lizis tamponu 5 ml/g pellet 
Santrifügasyon  20000 xg, 1 saat, 4oC 
Peletin resüspansiyonu Yıkama tamponu 6-10 ml/g pellet 
Santrifügasyon  20000 xg, 1 saat, 4oC 
Berrak bir süpernatan elde edilinceye kadar son iki basama�ın tekrarı 
Pelletin resüspansiyonu Lizis tamponu 4-8 ml/g pellet 
Santrifügasyon  20000 xg, 30 dakika, 4oC 
Pelletin resüspansiyonu Ekstraksiyon tamponu 6-10 ml/g pellet 
�nkübasyon  10 dakika, oda sıcaklı�ı 
Santrifügasyon  50000 xg, 90 dakika, 4oC 
Süpernatanların diyalizi PBS, pH 7.4 

(sadece son basamaktan elde edilen süpernatant PBS, pH 
7.4, 2M üre, 5mM DTT, 1mM PMSF’te diyalize edildi) 

Gece boyunca, 4oC 

Lizis tamponu: 100mM Tris-maleik asid, pH 6.8, 5mM EDTA, 5mM DTT 

Yıkama tamponu: Lizis tamponuna ek olarak %2 Triton X-100 

Ekstraksiyon tamponu: 50mM Tris/maleik asid, pH 6.0, 8M guanidin hidroklorid, 5mM EDTA, 
5mM DTT, 10mM etilmaleimid 

Tüm süpernatantlar santrifügasyon basama�ından sonra toplandı ve -35oC’de saklandı. 
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Protein tayini, jelatin-agaroz kolonu, sodyum dodesil 
sülfat (SDS)-poliakrimalid jel elektroforezi (PAGE) ve 
Westen-Blot, jelatin substratlı natürel SDS-PAGE 
(Zimografi) yöntemleri ve uygulama protokoller belirlendi 
ve uygulandı (detay için kaynak 26). 

Sonuçlar 
Fibronektinlerin De�erlendirme Parametreleri 

Ekstraksiyon sırasında matriks proteinleri, 
ekstraksiyon tamponun (50 mM Tris/HCI, pH 6.0, 8M 
guanidinhidroklorid, 5 mM EDTA, 5 mM DTT, 1 mM 
PMSF, 10 mM etilmaleimid) uygulanması ile bulundukları 
matriksten izole edildi (Tablo 1). Bu protokoldeki son 
basamaktan elde edilen süpernatantlar fibronektin 
izoformlarının Western blotlarda kantitatif de�erler için 
kullanıldı (�ekil 4) ve aynı blot membranı üzerinde her bir 
bandın optik dansitesi analize edilerek entegrasyon 
hesapları (integrated optical densities; int. OD) yapıldı ve 
bir ekstrakt bir di�eri ile kıyaslandı. 

Genel Fibronektinler (IST-4, IST-6, 3E1, 4B2) 

Kantitatif de�erler genel bir tablo halinde (Tablo 2) 
immünoreaksiyon dereceleri de semikantitatif olarak ayrı 
bir tabloda (Tablo 3) gösterilerek kıyaslandı. 

IST-4 (III-5 domeynine sahip tüm fibronektinlere 
kar�ı geli�tirilmi� bir antikor) 

Bu antikorla olan immünoreaktiviteler en yüksek 
sinyali koryon leve ekstraktlarında verdi. Bunu sırasıyla 
amniyon, koryonik plak, bazal plak, villus dokusu, göbek 
kordonu ve desidua izledi. Son dört ekstraksiyonda sinyal 
birbiren çok yakındı. En zayıf sinyal Nitabuch’un 
fibrinoidinden hazırlanan ekstraktlarda gözlendi. 

IST-6 (III-7/8 domeynine sahip, III-B 
domeyninden yoksun fibronektinleri tanır) 

Bu antikorla elde edilen en yo�un sinyal amniyon ve 
koryon leve ekstraktlarında gözlendi. Koryon plakta 

gözlenen sinyal ilk iki ekstrakttaki sinyalin yo�unlu�una 
oldukça yakındı. Desidua, göbek kordonu ve Nitabuch’un 
fibrinoidinden elde edilen reaksiyon sinyalleri ise daha 
zayıftı. Bu üç reaksiyondaki sinyaller birbirine oldukça 
yakınken villus dokusundan elde edilen ekstraktlardaki 
sinyal en zayıf sinyal olarak belirlendi. 

3E1 (heparine ba�lanan domeyni, yani tüm 
fibronektinleri tanır) 

Bu antikorla de�i�ik ekstraktlardan elde edilen 
reaktiviteler birbirine çok yakındı. Ekstratlar içerisinde 
koryon leve ve amniyon, koryonik plak ve Nitabuch’un 
fibrinoidinden bir miktar daha güçlü sinyal verirken bunları 
göbek kordonundan elde edilen sinyal izledi. Bazal plak, 
desidua ve villus dokusundaki dansite sonuçları ise bu 
serinin son bölümünü olu�turdu. Ayrıca bu antikorla 41-
43kD molekül a�ırlı�ında bantlar tespit edildi. Dansite 
analizleri yo�undan zayıfa do�ru �u sırayı takip etti; villus, 

 
 
Tablo 2. Farklı ekstraksiyonlardaki immunoreaktivitelerin kıyaslanması. Herbir farklı doku örne�inde aynı antikorla elde 
edilen immünoreaktivite yatay yönde sıralanmı� olup birbirleri ile kıyaslanabilir. Dikey yönde bu kıyaslama mümkün 
de�ildir, çünkü herbir antikor için farklı bir jel ve blot kullanılmı� olup reaksiyon dereceleri farklıdır. De�erler triple 
ölçümler sonucunda elde edilmi� ortalamalardır. 

 
 Farklı ekstraktlardaki immünoreaktiviteler (int. OD) 
 
Antikor 

 
Amniyon 

 
Bazal plak 

Koryonik 
plak 

 
Desidua 

Koryon 
leve 

Nitabuch’un 
fibrinoidi 

Göbek 
kordonu 

Villus 
dokusu 

IST-4 0.19 0.11 0.14 0.09 0.46 0.07 0.10 0.10 
IST-6 1.53 0.51 1.35 0.24 1.47 0.20 0.23 0.08 
3E1 0.49 0.38 0.46 0.35 0.50 0.46 0.45 0.19 
3E1 (41-43kDa) 0.23 0.15 0.24 0.19 0.43 0.37 0.09 0.66 
4B2 4.65 0.78 3.58 0.48 13.10 0.19 1.35 1.76 
3E3 1.63 0.75 1.34 1.14 3.49 1.08 0.94 0.43 
IST-9 0.09 0.03 0.14 0.07 0.51 0.13 0.09 0.08 
FDC-6 1.64 0.53 1.42 0.74 8.14 0.62 0.07 0.26 

 

 
�ekil 4. Farklı plasental bölgelerden elde edilen ekstraktların 
birbirlerinden ayrıldıkları temsili SDS-PAGE jeli sonuçlarını gösteren 
mikrograf. Soldan sa�a do�ru moleküler a�ırlık standartları (200kD, 
116.3kD, 97.4kD, 66.3kD, 55.4kD), amniyon, bazal plak, koryonik 
plak, desidua bazalis, koryon leve, Nitabuch’un fibrinoidi, göbek 
kordonu ve villus dokusu. 
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koryon leve, Nitabuch’un striası, koryonik plak, amniyon, 
desidua, bazal plak ve umbilikal kordon. 

4B2 (jelatine ba�lanan domeyni, yani tüm 
fibronektinleri tanır) 

Bu antikor en güçlü reaksiyonu koryon leveden 
hazırlanan ekstraktlarda verirken, bu sinyali amniyon, 
koryonik plak, villus, umbilikal kord, bazal plak ve 
Nitabuch’un fibrinoidinde izled. 

Hücresel Fibronektinler (3E3, IST-9) 

3E3 (hücresel fibronektinlerin hücreye ba�lanan 
domeynini tanıyan antikor) 

Bu antikor en güçlü olarak koryon leve ekstraktı ile 
reaksiyon verirken bunu amniyon ve koryonik plak izledi. 
Benzer sinyaller desiduada ve Nitabuch’un fibrinoidinde 
gözlenirken, daha zayıf sinyaller göbek kordonu, bazal 
plak ve villus dokusunda belirlendi. 

IST-9 (III-A domeynine sahip hücresel 
fibronektinleri tanır) 

En güçlü reaksiyon koryon levede bulunurken bunu 
koryonik plak ve Nitabuch’un fibrinoidinin birbirine çok 
yakın olan reaktiviteleri izledi. Amniyon ve göbek 
kordonunun verdi�i sinyaller ise birbirlerine çok yakınken 
koryonik plak ve Nitabuch’un fibrinoidinden daha zayıftı. 
Villus dokusu, desidua ve bazal plaktan elde edilen 
sinyaller ise keza daha zayıftı. 

Onkofetal Fibronektinler (FDC-6) 

FDC-6 (Onkofetal fibronektinlerdeki O-glikolize 
III-CS domeynini tanır) 

Bu antikorun koryon levede verdi�i biyokimyasal 
reaksiyon oldukça zayıf olup hemen hemen benzeri 

kuvvetteki sinyaller amniyon ve koryonik plaktan 
hazırlanan ekstratlarda elde edildi. Desidua, Nitabuch’un 
fibrinoidi, bazal plak, villus dokusu ve göbek kordonundan 
hazırlanan ekstratların verdi�i sinyaller azalan bir 
yo�unluktan yukarıda belirtilen ekstratları takip etti. 

“i” Epitopunu Ta�ıyan Fibronektin Benzeri 
Proteinler 

Koryon leve ekstratlarının iki farklı üre 
uygulamasının ardından jelatin agaroz kolonlarından 
elüsyonlarına ait sonuçlar gösterildi. Bazı durumlarda 
nonspesifik ba�lanan proteinler (fraksiyon 1, 2 ve 3) 
kolondan uzakla�tırıldıktan sonra kolona spesifik ba�lanan 
proteinlerin 1.8 M ve 6 M üre ile (sırasıyla fraksiyon 4 ve 
5) elüsyonları ve Western blot uygulamaları gösterildi ve 
sırası ile IST-4, BC-1 ve anti-i antikorları ile elde edilen 
sonuçlar verilmi�tir. Bu blotlarda 50-60kD moleküler 
a�ırlı�ına sahip ve her üç antikor ile de pozitif olan ufak 
protein/proteinler görülmektedir. Bu ufak fibronektin 
benzeri proteinler 0M’dan 6 M’a do�ru giden lineer üre 
gradienti altında 1.7 M ve 2.5 M üre konsantrasyonlarında 
elüe edilirken (fraksiyon 1), büyük fibronektinlerin 2.1 M 
ve 4 M üre konsantrasyonları arasında (fraksiyonlar 2-5) 
kolondan elüe edildi. Ancak anti-i ile pozitif reaksiyon 
veren proteinlerin daha da ileri pürifikasyonu ve sekansını 
olumlu sonuç vermemi�tir. Bu nedenle kullanılan ikinci 
antikorun nonspesifik ba�lanma göstermi� olabilece�i 
dü�ünülerek Western blotlarda kullanılan protokolde ilk 
a�amalardan biri olan nonspesifik ba�lanmanın bloke 
edildi�i a�amada de�i�iklikler yapılmı�tır. Bunlardan en 
önemlisi farklı konsantrasyonlarda BSA veya ya�sız sütün 
bloklama solüsyonuna ilavesi olup, elde edilen sonuçlar bu 
çalı�mada gösterilmekle beraber ufak fibronektin diye 
adlandırılan küçük protein/proteinler bir daha tespit 

Tablo 3. Farklı plasenta bölgelerinde, farklı antikorlarla elde edilen immünoreaktiviteler semikantitatif olarak verilmi�tir.  
+/-: zayıf reaksiyon, +: pozitif reaksiyon, ++: belirgin reaksiyon, ~: düzensiz reaktivite, *: belirlenmedi. A: amniyon (e: 
epitel, bm: bazal membran, m: mezenkim), Bp: bazal plak (D: desidua, ET:EVT), Kp: koryonik plak (m: mezenkim, ET: 
EVT), KI-ET: koryon levedeki ekstravillöz trofoblastlar, Ha-ET: hücre adalarındaki EVT, Hk-ET: hücre kolonlarındaki 
EVT, V: de�i�ik tipteki villuslar (Çv: çapa villuslar, kç: küçük kalibrasyondaki villuslar, by: büyük kalibrasyondaki villuslar, 
s: stroma, tk: trofoblastik kabuk, bya: büyük arter duvarları). 

 
 Farklı plesantal bölgeler 
 A Bp Kp KI 

ET 
Ha 
ET 

HK 
ET V 

 e bm m D ET m ET    Çv kç by 
Antikor             s tk bya 

IST-4 - +/- - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - - 
IST-6 - - - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - - 
3E1 - + + - ~ * +/- +/- - * ++ * ++ * + 
4B2 * * * * * * * * * * * * * * * 
3E3 - + + +/- +/- + + - * * * * + - * 
IST-9 - +/- - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - - 
FDC-6 - + - + + +/- ++ ++ + * * * - - * 
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edilememi�tir. Sonuçta ise bu deneylerde alınan negatif 
sonuçlar nedeniyle immünositokimyasal olarak gösterilen 
(13) bu protein/proteinlerin pürifikasyonu ile ilgili 
deneylere daha fazla devam edilmedi. 

Tartı�ma 
Ekstrasellüler Matrikslerde Fibronektin 
�zoformları 

Farklı plasental bölgelerin yapısal ve moleküler 
kompozisyonundaki farklılıklara ba�lı olarak, farklı 
ekstrasellüler matrikslerde fibronektin izoformlarının 
da�ılımında farklılıklar göstermeleri do�al olarak beklenir. 

�nsan amniyon epitel hücrelerinin hem hücresel hem 
de onkofetal fibronektinleri salgıladıklarını ve bunun 
hemen altındaki ekstrasellüler matrikste depoladıklarını 
(26), bu salgılama faaliyetinin hormonal kontrol altında 
oldu�unu gösteren çalı�maların yanısıra, bu moleküle ba�lı 
fibronektin reseptörü (integrin α5β1) de amniyon 
epitelinde bulundu�u ve amniyotik mezodermde hücresel 
fibronektinin varlı�ı gösterilmi�tir (28). 

�mmünohistokimyasal ve biyokimyasal sonuçlar, 
amniyonik bazal membranın, özellikle hücresel 
fibronektinleri (III-A domeynine sahip fibronektinler) ve 
normal fibronektinleri (III-5 domeynine ve heparine 
ba�lanan domeynine sahip fibronektinler) eksprese ettikleri 
ve bazı onkofetal fibronektinleri (O-glikolize III-CS ve III-
B domeynine sahip) içerdikleri biyokimyasal olarak 
amniyonda da gösterilmi�tir. Bu çalı�manın sonuçları 
fibronektinlerin amniyonda varlı�ını rapor eden mevcut 
literatüre (28) yeni yakla�ımlar getirmekte ve yeni bulgular 
eklemektedir. 

Biyokimyasal verilerimiz literatürle paralellik 
göstererek genel, hücresel ve onkofetal fibronektin 
izoformlarının bazal plakta varlı�ı tartı�ılmı�tır (24,29-31). 
Özellikle hücre kolonlarının distal bölümlerinde bulunan 
fibronektin izoformlarının EVT arasında belirgin olarak 
spot �eklinde gösterildi�i bu çalı�manın sonuçları ile 
belirlendi ve bu sonuçlar daha önceki bulgularla paralellik 
vermektedir (10,12,14,32). Di�er yandan, hücre 
kolonlarında fibronektin ve fibronektin reseptörünün 
koekspresyonu rapor edilmi�tir (5). Kanımıza göre, EVT 
hücre kolonlarında yer alan fibronektin, büyük ihtimalle 
trofoblastın maternal dokulara adezyonunu arttırmakta ve 
trofoblast migrasyonunu kolayla�tırmaktadır. Ayrıca, 
uterus duvarındaki trofoblast kümelerinin de α1, α5 ve β1 
reseptörlerini eksprese ettikleri halde, ekstrasellüler 
matrikslerinin gösterilememi� olması (hızlı turnover nedeni 
ile), EVT primer olarak maternal hücre ve matrikslerle 
etkile�im halinde oldu�unu savunmakta (5,33) ve bu 
çalı�manın sonuçları ile de destek bulmaktadır. 

Western blot analizleri, koryonik plakta üç 
fibronektin izoformunun varlı�ını ortaya koymaktadır: 

genel, hücresel ve onkofetal. EVT’nin matrikslerindeki 
yama tarzı görünümler üç izoformla da gözlenmi�tir. Bu 
sonuçlar daha önceki de�erlendirmelerle uyum 
içerisindedir (11,14,34). 

�mmünohistokimyasal tekniklerle bazal plaktaki 
desidua dokusundan elde edilen sonuçlar (34) ile Western 
blotlarla fetal membranlarda alınan desidua dokusuna ait 
sinyaller kıyaslandı�ında her iki teknikte de sonuçlar 
birbirine paralellik ve üç fibronektin izoformunun varlı�ı 
gösterilmi�tir. Önceki çalı�malarda hücre membranlarında 
(33) perisellüler matrikste (29,33) ve desidual hücrelerin 
sitoplazmasında fibriller ve noktasal tarzda fibronektinin 
varlı�ı gösterilmi�tir. Bu çalı�manın orjinal di�er bir yönü, 
trofoblast hücrelerince invaze edilmi� olan desiduada, III-B 
veya O-glikozillenmi� III-V domeynine sahip onkofetal 
fibronektinlerin gösterilmi� olmasıdır (24,33). Desidual 
hücrelerde ayrıca fibronektin reseptörleri eksprese 
edilmektedir (α3β1; ve α4β1, α5β1, α4β7) (32,33). 
Sunulan çalı�manın sonuçları, fibronektin izoformlarının 
desidual matrikste EVT migrasyonuna kar�ı cevaben 
fibronektin izoformlarını depoladıklarını göstermektedir. 

Plasentanın koryon leve bölgesinden elde edilen 
immünohistokimyasal sonuçlar genelde koryonik plaktaki 
immünoreaktivite ile paralellik göstermi�tir. Western 
blotlarda en yo�un sinyaller bu dokudan hazırlanan 
ekstratlardan elde edilmi�tir. Bunun nedeni EVT’nin bu 
bölgede yo�un olarak depolanmı� olmasıdır. Bu sonuçlar 
koryon levenin daha ziyade genel, hücresel ve onkofetal 
fibronektinlerden olu�tu�unu ve farklı fibronektin 
izoformlarının koryo-desidual etkile�imde önemli rol 
oynadı�ını ortaya koymaktadır. 

Beta zincirinden yoksun fibrinopeptidin yanısıra, çok 
çe�itli 105kD molekül a�ırlı�ı üzerindeki polipeptidler. 
Nitabuch’un fibrinoidinde rapor edilmi�tir. Bu çalı�mada 
elde edilen Western blot sonuçları genel ve hücresel 
fibronektin izoformlarının oldukça dominant oldu�unu, 
onkofetal izoformunun ve jelatine ba�lanan domeyni 
içeren fibronektin izoformunun ise sırasıyla çok dü�ük ve 
belirlenemeyecek kadar dü�ük seviyelerde oldu�unu 
göstermi�tir. 

Fibronektinin göbek kordonunda venöz ve arteriyel 
endotel tarafından sentez edildi�i (35) bildirilmi�tir. Bu 
çalı�mada Western blotlardan elde edilen sonuçlar genel ve 
hücresel fibronektin izoformlarının göbek kordonu 
ekstratlarından elde edilebilece�ini gösterilmi� ancak, 
onkofetal izoformlar belirlenememi�tir. 

Termdeki plasentada koryonik villusların stromasında 
(30,35) ve damar duvarlarında (35,36) fibronektin 
immünoreaktivitesi gösterilmi�ken trofoblastik bazal 
membranda immünoreaktiviteler gösterilememi�tir (34-
36). Bu raporlara paralel olarak bu çalı�mada da büyük 
villusların stromalarında ve fetal damarların çevrelerinde 
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genel ve hücresel fibronektin izoformları bulunurken bu 
izoformların trofoblastik kabukta ve di�er villus tiplerinde 
varlı�ı belirlenememi�tir. Ayrıca, villus stromasında O-
glikozillenmi� domeyni olan onkofetal fibronektin 
izoformunun varlı�ı da belirlenememi�tir (III-B domeynine 
sahip onkofetal fibronektin) (36). 

Fibronektin ve Matriks Metalloproteinazlarının 
Arasındaki �li�ki 

Hücrelerin adezif temaslar vasıtasıyla ekstrasellüler 
matriks molekülleri (fibronektin, laminin, kollajen, tenasin, 
vitronektin, vb.) ile ili�kiler kurmaları sonucu sinyal 
transdüksiyonu gerçekle�ir (37). Bu etkile�imler gen 
ekspresyonunda ve hücre fenotipindeki de�i�ikliklerle ve 
hücresel davranı�ın düzenlenmesi ile (örne�in; hücre 
adhezyonu, yayılma, farklıla�ma ve migrasyon) sonuçlanır 
(26,38). 

Bunlara paralel olarak bazı hücre katlarında matriks 
metalloproteinazların ekspresyonunun hücre matriks 
etkile�imlerinden kaynaklandı�ı rapor edilmi�tir (14,38). 
Bunların yanısıra çe�itli ekstrasellüler substratların 
jelatinaz ekspresyonuna olan potansiyel etkisi de bazı 
raporlarda vardır. Bu noktada farklı hücre katlarında 
fibronektin ve fibronektin fragmanlarının bazı jelatinazlar 
üzerine örne�in MMP-9 (15,39) indüktif etkisini 
gösterirken, MMP-2 üzerinde etkisinin olmadı�ı rapor 
edilmi�tir. 

Di�er yandan insan preimplantasyon embriyolarının 
biyokimyasal ve morfolojik geli�imlerinde onkofetal 
fibronektinler gibi bazı spesifik ekstrasellüler proteinlerin 
embriyonik sekresyonu oldukça önemlidir. Ekstrasellüler 
matriks proteinleri (adult tipi fibronektinler veya trofoblast 
türevi onkofetal fibronektinler) insan embriyolarının 
ba�arılı implantasyonları için gereken adezif ve degradatif 
(MMP-2 üzerinden) özelliklerin kazanılmasında rol 
oynamaktadırlar. Fibronektinlerin etkileri sadece 
jelatinazlar ile sınırlı olmayıp MMP-3 gen ekspresyonuna, 
kollajenaz genine (40) ve serin proteazlarına kadar 
uzanmaktadır. 

Ayrıca çe�itli hücre katlarında fibronektin 
reseptörünün indüksiyonu metalloproteinazların artması 
veya azalması ile sonuçlanmı�tır. MMP ekspresyonunu ve 
fokal kontakt alanını düzenleyen sinyaller ba�ımsız bir 
�ekilde düzenlenmekte olup α5β1 ve α4β1 integrinlerinin 
kooperasyonları, fibronektine cevap olarak ekstrasellüler 
matriksi düzenleyen genlerin ekspresyonunun 
düzenlenmesinde en büyük rolü oynamaktadır (40). EVT 
hücreleri dü�ük miktarlarda jelatinazlarla en iyi tanınan 
fibronektin reseptörü olan α5 (5,41) integrin subuniti 
aktive edildi�inde yüksek miktarlarda fibronektin (6) 
salgılamaktadır. Di�er taraftan, ovaryum kaynaklı kanser 
hücreleri (SAOV) ile kondisyone edilen peritoneal stroma 
hücrelerindeki MMP-9 seviyesindeki artı�, α5 antikoru ile 

inhibe edilebilirken, bu etki fibronektin eklenmesi ile 
tersine çevrilmi�tir (39). Ayrıca fibronektin reseptörünün 
uyarılması stromelizin ve kollajenaz mRNA’larında 
birikme ile sonuçlanmı�tır (41). 

Di�er yandan, bazı ekstrasellüler matriks moleküllerin 
spesifik olarak matriks metalloproteinazları ve bu 
moleküllerin inhibitörleri olan TIMP’ler ile ili�kide 
oldukları gösterilmi�tir (15). EVT tipik matriksleri olan 
matriks tip fibrinoidinde MMP’lar ve TIMP’ler belirli 
substratlarla beraber immünlokalize edilmi�lerdir. Bunların 
arasında hücresel ve onkofetal fibronektin izoformları 
matriks tip fibrinoidinde fibriller a�lar içerisinde yama 
biçiminde bir �ekil alırlarken, MMP-2, -3 ve -9 ile 
immünopozitivite (15) göstermi�lerdir. Ayrıca TIMP-1 ile 
fibronektin miktarı arasında ters bir korelasyon rapor 
edilmi�tir. 

Çalı�mamızda fibronektin izoformlarının ve matriks 
metalloproteinazlarının kompozisyonları geni� bir �ekilde 
incelenmi�tir. Sonuçlar, farklı fibronektin izoformlarının 
(genel, hücresel ve onkofetal) ve MMP’lerin (MMP-2, -3, -
9) aynı ekstrasellüler maktrikslerde lokalize olduklarını ve 
aynı plasental bölgelerden ekstre edilebileceklerini 
göstermi�tir. Bu çalı�manın sonuçları, fibronektin 
trunkasyonun hücre-hücre, hücre-matriks etkile�mesi 
sürecinde sinyal transdüksiyon mekanizmaları aracıyla 
biyomoleküler bilgi transferinde rol oynayabilece�ini 
dü�ündürebilir. Hücreler bu transfere belli �ekillerde 
kar�ılık verirler. Bunlardan biri MMP ekspresyonunda ve 
sekresyonundaki de�i�ikliklerdir. Bu enzimler beraber 
çalı�arak ekstrasellüler matriksteki farklı substratlar 
üzerine etki gösterirler, tabii ki fibronektine de. Tüm 
bunların sonucu olarak fibronektine ba�lanan bölgenin 
konformasyonu de�i�ebilmekte ve proteinaz kaskadının; 
metalloproteinazlar ve serin proteinazlarının uyarılması 
sonucu ekstrasellüler matriksin fibronektinler de dahil daha 
çok sindirimi gündeme gelmektedir (41). Matriks 
moleküllerinin, fibronektin fragmanlarının, metallo-
proteinazların uyarılması sonucu doku remodülasyon 
aktivitesini düzenledikleri (39) sonucuna varılmaktadır. 

Di�er taraftan, Zhu ve arkada�ları (25, 42,43), 
fibronektin tipinin ve glikozillenme derecesinin biyolojik 
aktivitede etkili oldu�unu bildirmi�lerdir. Plasental 
fibronektinin yüksek molekül a�ırlıklı polilaktozamin 
karbonhidratlara sahip olması, bu molekülün jelatine 
ba�lanmasını zayıflatmaktadır. Ek karbonhidrat rezidüleri 
aynı zamanda proteinazlara olan direncin artmasına neden 
olmaktadır. Özellikle onkofetal fibronektin molekülünün 
(FDC-6) mevcut oldu�u matrikslerde, onkofetal olarak 
glikozillenmi� epitop, maternal proteinaz saldırısına kar�ı 
fibronektin molekülünü korumaktadır. Ayrıca, aynı 
matrikslerde fibronektin moleküllerinin kan grubu 
antijenlerinden olan “i” ile olan ili�kisi de, yine bir 
karbonhidrat yapısı (laktozamin) olan bu epitopun yukarıda 
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belirtilen noktalarda rol oynayabilece�i gibi, anne-fetus 
arasındaki immünolojik bariyerin sessiz hale getirilmesinde 
de etkin olabilece�ini dü�ündürmektedir (11,14,44). Di�er 
taraftan çalı�mamızda, gerek jelatin kromotografisinde, 
gerekse Western blot analizinde bu molekülün 
izolasyonundaki güçlükler, biyomolekülün incelenebilmesi 
için daha farklı metodolojik yakla�ımların gerekli 
oldu�unu göstermektedir. 

Yeni Yönelimler ve Ufuklar 

Plasental matrikslerde, fibronektin ve matriks 
metalloproteinazlarının yanısıra, özellikle maternal ve fetal 
kanın ve matriksler dı�ında plasental dokuyu olu�turan 
di�er pek çok molekülün varlı�ı, istenilen molekülün saf 
olarak biyokimyasal izolasyonunu zorla�tırmaktadır (26). 
Ayrıca, trofoblast invazyonu açısından matriks-tip 
fibrinoidindeki onkofetal moleküllerin muhtemel önemli 
rolleri göz önünde tutuldu�unda, bu moleküllerin konsantre 
bir �ekilde plasentadan izolasyonları da pek imkan 
dahilinde görünmemektedir. Bu noktada, istenilen matriks 
molekülünü salgılayan hücre tipini izole edip kültürde 
ya�atmak bir çözüm olabilir. Böylelikle di�er hücre 
ürünleri olmadan tek bir hücre tipinin üretti�i moleküller, 
biyokimyasal olarak kültür süpernatantlarından kolaylıkla 
izole edilebilir. Fakat, matriks-tip fibrinoidini üreten 
hücrelere bakıldı�ında, EVT’ni izole edip in vitro üretmek 
ve kültürde ya�amalarını sa�lamak, farklıla�mı� ve 
prolifere olmayan bu hücreler için oldukça kısa bir süre 
için mümkün olabilir (43,45). 

Bu analitik probleme bir çözüm olarak hibridoma 
tekni�i gündeme gelmektedir. Trofoblast hücrelerine 
genetik olarak benzerlikler gösteren ve proliferasyon 
kabiliyetine sahip olan tümör hücrelerinin (koryokarsinoma 
hücreleri), bu özelliklerinin EVT hücrelerine aktarılması ile 
trofoblast/tümör hibridoma kültüründe, matriks 
moleküllerinin in vitro olarak üretilmesi mümkündür. 
Hibridoma tekni�i sayesinde kısaca trofoblast hücreleri 
immortalize edilebilmektedir. Hibridleme yolu ile HGPRT-
pozitif (hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz-pozitif) 
trofoblastların ekstrasellüler matriks moleküllerini eksprese 
etme kabiliyeti hibridomlara aktarıldı�ı gibi HGPRT-
negatif (hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz-negatif) 
ve ekstrasellüler matriks moleküllerini eksprese edemeyen 
tümör hücrelerinin proliferasyon kabiliyeti hibridomalara 
aktarılabilmektedir (46,47). Füzyona u�ramayan trofoblast 
hücreleri kendiliklerinden öldükleri gibi tümör hücreleri de 
seçici ko�ullar altında ortamdan uzakla�tırılmakta, böylece 
sadece hibridomalar kültürde kalmaktadır. 

Di�er taraftan hibridomaların eksprese ve sekrete 
ettikleri matriks moleküllerinin izole ve karakterize 
edilmesi, yapılarındaki farklılıkların trofoblast 
invazyonunda ne gibi roller oynadı�ının belirlenip, hangi 
ko�ullar altında artıp azaldıklarının incelenmesi ile, 

öncelikle plasentasyondaki pek çok fizyolojik ve 
patofizyolojik durum daha iyi anla�ılacaktır. 

Di�er taraftan trofoblast farklıla�ması ve invazyonunu 
kontrol eden moleküler mekanizmalar halen daha çok iyi 
anla�ılabilmi� de�ildir. Bunun bir yolu cDNA 
kütüphanelerinin diferansiyel taranmasıdır. Bu yönde 
yapılan çalı�maların bazılarında trofoblast hücrelerinin 
farklıla�masında düzenleyici rol oynayabilecek genler 
belirlenmi�tir (47,48). Bu genlerin protein düzeyinde 
okunu� �ekillerinin anla�ılması çok emekli çalı�maları 
gerektirse de kaçınılmaz bir yoldur. 

Te�ekkür 
Bu çalı�ma, TÜB�TAK tarafından desteklenen A1 yurtdı�ı doktora 
bursu ile ba�arılan doktora tezinin bir bölümünün özetidir. 
Ara�tırıcı Kuruma, bu deste�inden dolayı te�ekkür eder. 
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