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Ozet

Summary

Maternal dokularin invazyonu esnasinda fetal trofoblast
hiicreleri tiimor matrikslerine benzeyen bir matriks (matriks-tip
fibrinoid) salgilar. Bu matrikste bulunan fibronektin izoformlarinin
(Fni) trofoblast invazyonu esnasinda Onemli roller oynadiklar
diistiniilmektedir. Ayrica yine bu matrikste yer alan ve “i” kan grubu
antijenini tastyan fibronektin benzeri kiiciik molekiillerin, annenin
immun cevabini baskiladiklart yoniinde spekiilasyonlar vardir. Bu
calismanin amaci maternal ve fetal dokular tarafindan plasentasyon
esnasinda iiretilen diger matriksler ile trofoblast matriksi arasindaki
farkliliklarin ortaya konmasidir. Ozellikle ekstraselliiler matrikslerde
Fni dagilimlarina odaklanildi. Ayrica “i” kan grubu antijenini
tastyan kiiciik fibronektin benzeri molekiillerin  matriks-tip
fibrinoidinden izolasyonu ve karakterizasyonu hedeflendi. Insan
term plasentasinin farkli bolgelerinden 6rnek dokular alindi ve
biyokimyasal yontemler kullamlarak, Fni (genel, hiicresel ve
onkofetal) belirlendi. Ayrica bu dokulardaki matriks elemanlar1 ¢ok
basamakl bir protokol ile ekstrakte edildi. Fni varlign SDS-PAGE
ve Western blot yontemleri ile gosterildi. Elde edilen sinyaller
dansitometrik Ol¢timler olarak taranmis ve degerlendirildi. Fetal
membranlardan hazirlanan ekstraktlarda ufak fibronektin benzeri
olan “i” kan prekiirsor antijenini tasiyan proteinler jelatin-agaroz
kolon kromatografisi ve afinite kromotografileri ile ayristirilmaya
calisildi. Hemen hemen calisilan tiim 6rnek dokularda farkl Fni ait
reaktivite ve aktiviteler saptandi. Bu molekiiller degisen oranlarda
ve beraber ekstrakte edilebilmislerdir. Hiicresel ve onkofetal
fibronektinler icin en giiglii reaksiyonlar 6zellikle trofoblastlarin,
maternal dokular1 invaze ettikleri bolgelerde bulundu. “i” kan grubu
antijenini  tagiyan  kiiciik  fibronektin  benzeri molekiillerin
biyokimyasal izolasyonu ve piirifikasyonunda  kullanilan
yontemlerle elde edilen verilerin anlamliliklart spesifite agisindan
literatiir bilgileriyle kiyaslanarak tartisildi.
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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

T Klin J Med Sci 2002, 22:449-460

Fetal Membranlarin Genel Yapisi
Gebeligin gerceklesmesiyle baslayan plasentasyon,
embriyonun devami ve sagligi icin gerekli olan plasental
yapinin tam ve saglikli olarak geligsmesi icin gereklidir.
Insan plasentanin  gelisimi, diger bir tammlamayla;
blastosistin endometriyum epiteline tutunmasi, stabil
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kontaktlar kurarak endometriyumda gelisimine devam
etmesi ile bagslar (1). Gelisme siirecinde fetal membranlar,
plasental villus agacimi saran disk benzeri membran6z bir
kese olusturur. Bu kesenin kalinlagsmasi ile termdeki
plasentanin diskoidal, vill6z ve hemokoriyal yapilar1 olusur
(1,2).
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Koryonik ve bazal plaklari intervillz boslugu sararak
plasenta i¢in bir tavan ve taban olusturur. Maternal kan bu
intervilloz boslugu perfiize ederek plasental villuslarin
trofoblastik ylizeylerinin ¢evresinde dolasir. Bu villuslarin
yapisi, tipki koryonik plaktan dogan ve intervilloz bosluga
dogru uzanan bir agaca benzer. Fetal damarlar villuslarin
icine yerlesmis olup, koryonik plak ve umbilikal kordon
araciligl ile fetal dolasima baglanmislardir. Plasentanin
kenarinda koryonik plak ve bazal plak birleserek koryon
leveyi olusturur ve intervilloz boslugu kapatirlar (1). Insan
term plasentasinin klasik rutin kesitlerinde, yukarida
belirtilen bu yapilar ve hiicre topluluklar ¢izimle sematize
edilmis sekillerle gosterilmektedir (Sekil 1).

Amniyon, koryonik plak ve koryon leve iizerinde,
amniyon boslugu dogru yer alip, tek katli kiiboidal veya
prizmatik epitelden olusur. Bu hiicreler, kompakt bir bazal
membran iizerine yerlesmistir ve bu bazal membran
araciligiyla alttaki tabakay1 olusturan ve fibroblast tabakasi
olarak adlandirilan amniyonik mezenkime tutunur.
Amniyon ve koryon arasinda bulunan ve tek tiik fibroblast
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iceren siingerimsi ara tabaka, koryonik mezenkimle
(koryonik plak veya koryon leveye ait olan) devam eder.

Koryonik plak ve koryon levede bulunan trofoblast
hiicreleri, degisik matrikslerle doldurulmus bir sistemle
birbirlerinden ayrilirlar. Bu hiicreler tarafindan salgilanip
icine gomiildiikleri bu matriksler matriks-tip ve fibrin-tip
fibrinoid olarak adlandirilmaktadirlar (Sekil 2). Fibrin-tip
fibrinoid ayrica maternal kan ile temasin oldugu bolgelerde
yerlesmistir.

Maternofetal ve fetomaternal aligveriste (6rn. Gaz
degisimi, emilim, disar1 atim, metabolik, katabolik,
immiinolojik ve hematopoietik degisimler) plasental
villuslar en 6nemli rolii oynarlarken fetal membranlarin
(amniyon ve koryon leve) katkisi oldukca sinmirlidir (3).
Fonksiyon geregi degisik tipte villuslar (stem, capa,
immatiir, matiir ve terminal) (4). Yapt ve fonksiyon
farkliliklarina ragmen, degisik tipteki villuslarin ortak bir
noktasi1 vardir; bu, villus stromasini intervilloz araliklardaki
anne kanindan ayiran trofoblastik tabakalardir. Bu
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Sekil 1. Termdeki insan plasentasinin kenar kismindan bir kesitin genel ¢izimi goriilmektedir. Fetal membranlarin hemen hemen tamamina yakini
bu sekilde gosterilmeye c¢alisildi. Amniyon (A), koryon leve (KI), koryonik plak (Kp), villus dokusu (V), plasental fibrinoid (F), hiicre kolonlar1
(Hk), capa villuslar (Cv), hiicre adaciklar1 (Ha), septa (S), bazal plak (Bp), desidua bazalis (D), gébek kordonu (Gk), Nitabuch’un fibrinoidi (Ni)

(Benirschke ve Kaufmann’dan, 1995, degistirilerek).
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tabakalar, stiotrofoblasttan

olusmustur.

sinsisyotrofoblast ve

Diger taraftan, villus formasyonunda gorev almayan
trofoblast hiicreleri, ekstravilloz trofoblast hiicreleri (EVT)
olarak adlandirilir. Bu hiicrelerin yer aldigi plasentanin
diger boliimleri; koryon leve, koryonik plak, hiicre
kolonlari, plasental septa, bazal plak ve hiicre adalaridir.
Bu hiicrelerin bir 6zelligi; matriks-tip fibrinoidinin icine
gomiilmiis olmalaridir (Sekil 2).

Reseptorler, integrinler ve matriks molekiilleri iizerine
yapilmis c¢alismalar villus  sinsisyumunun
olusturan sitotrofoblast hiicreleri (Langhans hiicreleri) ile
EVT kok hiicreleri arasinda bir fark ortaya koymamaktadir
(5-7). Trofoblastik kok hiicreleri bulunduklar1 yerde
maternal kanla karsilastiklart zaman sinsisyal bir degisime
ugrarlar ve villus sinsisyotrofoblastini olustururlar. Ancak,
bu kok hiicreler fibrin veya diger ekstravillus molekiilleri
ile karsilastiklari zaman EVT hiicrelerini olustururlar ve
invazif bir fenotip kazanirlar (7).

tabanim

Capa villuslar, villus govdelerini bazal plaga veya
hiicre kolonlar1 araciligi ile plasental septaya baglayan
yapilardir. Hiicre kolonlar1 ise ¢ok tabakali sitotrofoblast-
lardan olusmus ve kesintili bir sinsisyotrofoblast tabakasi
ile cevrelenmislerdir.

Ayse Yasemin DEMIR

Hiicre adalar1 villus agacindan dogarak koryonik
plaga tutunmus hiicre kolonlar1 olarak diistiniilebilir. Tipk1
hiicre kolonlarindaki gibi EVT burada da matriks-tip
fibrinoidine gomiilmiislerdir. ki yapi arasindaki fark,
hiicre adalar1 maternal endometriyum ile temas haline
gelmezken, hiicre kolonlarinda EVT, proliferatiften invazif
karaktere dogru oryantasyon gostermislerdir. Ayrica, hiicre
kolonlar1 intervilloz bosluktan fibrin-tip fibrinoidi
vasitasiyla ayrilmigtir.

Bazal plak, intervilloz boslugun tabanini olusturur.
Bazal plagin dip tabakasi, Nitabuch’un fibrinoidi olarak
adlandirilan, uteroplasental fibrinoiddir. Bazal plagin
derinliklerinde maternofetal bolgedeki karigimda, “savas
alaninda”, lokalize olmustur ve cok degisik sekillerde
kesintiler goOsteren agrimsi lamelimsi bir yapidadir.
Fibrinojen, hiicrelerin sekresyon ve dejenerasyon {iriinleri
ile heparan siilfat proteoglikanlardan olugsmustur (8).

Gobek kordonu amniyonik epitel ile ¢evrelenmis olup
merkezdeki bag dokusuna sikica yapistigi icin fetal
membranlardan  kolaylikla ayrilamaz. Bag dokusu
(Wharton jeli) agik zincir polisakkaridlerden (hiyaluronik
asit, glikozil ve mannozil gruplar1 igeren karbonhidrat
gruplar) ve farkli matriks molekiillerinden olusmustur (9).

Plasental fibrinoid hiicresiz, yogun bir sekilde
boyanan, eozinofilik bir madde olup plasentanin degisik

Sekil 2. Plasental fibrinoidin dagilimu ve tiplendirilmesini gosteren ¢izim. Fibrinoidin bulundugu bélgenin ozelligine gore isimlendirilmesi yapildi.
1-Langhans ¢izgisi, 2-Perivilloz fibrinoid, 3-intervilloz fibrinoid, 4a-Hiicre adacig fibrinoidi, 4b-Septa fibrinoidi, 5-Rohr ¢izgisi, 6-Nitabuch
fibrinoidi, 7-Hiicre kolonu fibrinoidi, 8-Intramural fibrinoid, 9-Koriyon leve fibrinoidi (Kaufmann ve ark.’dan, 1997, degistirilerek).

T Klin J Med Sci 2002, 22
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bolgelerinde bulunabilir; intervilloz yiizeylerde (perivilloz)
ve villuslarda (intravillz), koryonik plagin alt kisimlari
olan intervilloz yiizeylerde (Langhans’in fibrinoidi), bazal
plagin yiizeyinde (Rohr’un fibrinoidi), maternofetal
birlesme  bolgesinin  derinliklerinde ~ (Nitabuch’un
fibrinoidi), hiicre kolonlari, hiicre adaciklar1 ve septumdaki
ekstraselliiler matriksde bulunur ($ekil 2). Yeni bulgular
plasental fibrinoidin hem yap1 hem de birlesim agisindan
farkli iki boliime ayrildigimi gostermektedir: matriks-tip
fibrinoidi ve fibrin-tip fibrinoidi (10).

Plasental Fibrinoid

Literatiirde “plasental fibrinoid” terimi yapisal olarak
hiicresiz, homojen, parlak, asidik boyanabilen ve
plasentanin  Ozellismis ekstraselliller matriksleri icin
kullanilagelmis klasik bir tanimlamadir (1). Yapi,
kompozisyon ve fonksiyon bakimindan iki farkli fibrinoid
tipi birbirinden ayrilabilmektedir. Bunlar matriks-tip
fibrinoidi ve fibrin-tip fibrinoiddir (10,11).

Immiinhistokimyasal ~olarak fibrin-tip  fibrinoidi
cogunlukla fibrin ama farkli fibronektin izoformlar ile
reaksiyon vermektedir. Muhtemelen maternal kan
koagiilasyonunun ~ bir  driiniidiir  (10).  Matriks-tip
fibrinoidinden vital hiicrelerin yoklugu ile ayirtedilebilir.
Plasentanin mekanik anlamda stabilizasyonu, intervilloz
bosluktaki kan akiminin diizenlenmesi, villus agacina sekil
verilmesi ve maternofetal transfer prosediirlerine katilim
gibi bazi fonksiyonlarda gorev aldigi disiiniilmektedir
(11). Maternofetal birlesme bolgesinin biiyiik bir boliimiinii
de (Nitabuch’un fibrinoidi) fibrin-tip fibrinoidi olusturur.
Matriks-tip fibrinoidi EVT tarafindan salgilanan 6zellesmis
bir matrikstir. Fibrin-tip fibrinoidin aksine maternal kanla
yiizlesmedigi gibi ya fibrin-tip fibrinoidi ya da baska
dokularca maternal kandan ayrilmustir. Invazif karakterdeki
EVT bu matriksi salgilamaktadir. Koryon leve, koryonik
plak, hiicre adalar1 ve plasental septa, trofoblastik hiicre
kolonlarinin  derin invazif kisimlari, bazal plagin
derinliklerine kadar invaze olmus EVT’nin c¢evresi gibi
bolgelerde goriiliir. Matriks-tip fibrinoidinin kompozisyonu
ve yapisi dikkate alindig1 zaman bu bolgeler arasinda fark
yoktur (7,11). Bu bolgeler icerisinde en cok incelenmis
olan1 hamileligin birinci trimesterindeki hiicre kolonlaridir
(Sekil 2). Burada matriks tipi, miktari, kompozisyonu ve
yerlesimi oldukga iyi incelenmistir.

Bazal lamina ile iligkisini yitirmis olan daha ileri
proliferatif ~ trofoblastlarca  ekstraselliiler = matriksin
salgilandig1  saptanamamustir  (5,10,12). Maternofetal
birlesim zonuna dogru EVT proliferatif fenotipten invazif
fenotipe kayarlar, interselliller araliklar birbirlerinden
acilir. Ekstraselliiler matriks salgis1 da buna paralel olarak
artar. Matriks salgis1 artik bazal plazmalemma boyunca
polarize bir tarzda olmayip, trofoblastin tiim yiizeyini
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kaplayacak sekildedir ve matriks-tip fibrinoidin tipik yapis1
olan mozaik ve yama tarzini sergilemektedir.

Matriks-tip fibrinoidin molekiiler ve ultrastriiktiirel
analizinde ii¢ tip farkli materyalin oldugunu gostermektedir
(13,14). Bazal lamina benzeri yamalar; kollajen tip IV ve
laminin antikorlar1 ile pozitif reaksiyon verirken
fibronektin, vitronektin ve heparan siilfat ile negatiftirler.
Parlak, homojen ve amorf madde benzeri yamalarda ise
heparan siilfat, vitronektin molekiillerinin bulundugu,
hiyaluronan ve kondroitin siilfatin ise mevcut olmadigi
gosterilmistir. Ince fibriler ag tarzindaki yamalarin ise
fibronektinin degisik izoformlar1 (genel, hiicresel ve
onkofetal) ve kan grubu antijeni “i” ile immunopozitivite
verdikleri gosterilmistir. Bu matriks komponentlerinin
karakteristik dagilimlarinin yanisira, hiicre kolonlarinda
matriks degradasyonundan sorumlu enzimler; matriks
proteinazlari da eksprese edilmektedir (15).

Ekstraselliiler Matriks Komponentleri
Fibronektin

Fibronektinler adhezif glikoproteinler olup ii¢
homolog tekrar iinitesinden (tip I, II, III) olusur. Bu
tiniteler tip I, tip II ve tip III olarak adlandirilmaktadir. Bir
fibronektin molekiiliinde 12 tip I bolgesi, 2 tip II bolgesi ve
15-17 tip III bolgesi vardir. Bu modiiler tiniteler farkli
fonksiyonlar1 gosterecek olan domeynlerin temel yap1
bloklarini olustururlar (Sekil 3). Ornegin; tip T modiilleri
heparin ve fibrine baglanan domeynlerin yapiminda, tip II
modiilleri kollajen veya jelatine baglanan domeynlerin
yapiminda ve tip III modiilleri hiicrelere, DNA ve heparine
baglanan domeynlerin yapiminda kullanilmaktadir (15-17).

Fibronektin molekiilii 250-280kD molekiil
agirhgindaki ve karboksil terminalinde disiilfit kopriileri ile
birbirine baglanan iki subunitten olusmustur. Viicut
sivilarinda fibronektinler ¢oziinebilen protomerler halinde
iken ekstraselliler —matrikslerde polimerik fibriler
formlarda bulunmaktadirlar (18).

Bu molekiillerin ¢ok farkli fonksiyonlar1 vardir,
bunlarin arasinda normal hiicre morfolojisinin kurulmasi
ve devam ettirilmesinde, hiicre migrasyonunda, homeostaz
ve trombozda, yara iyilesmesinde ve onkojenik

transformasyonda rol oynarlar (17).

Sadece bir gen tarafindan kodlanmasina ragmen
fibronektinin 20’nin iizerinde degisken formlar1 vardir. Bu
farkliliklar modifikasyonlar  (6rn.
Glikolizasyonlar) ve mRNA prekiirsoriindeki ii¢ genel
bolgenin (IIICS, ED-A ve ED-B) alternatif splaysinge
maruz kalmasi ile ortaya ¢ikmaktadir (Sekil 3). Plazma
fibronektini alternatif splaysing domeynlerini i¢germezken,
hiicresel izoformlar primer transkriptte ED-A domeynini

post-translasyonal

igerirler (19).
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Sekil 3. Fibronektin molekiili. Doku ve antikorlarin baglandiklan farkli noktalar gosterilmistir. Ayrica farkli splays variantlari [IST-9 (+), BC-1 (+),
FDC-6 (+)] belirtilmistir (Johansson ve ark.’dan degistirilmistir).

Transforme olmus hiicrelerde ve malignitelerde dokularinda III-A (ED-A), III-B (ED-B) ve III-V (IIICS)

fibronektinin primer transkriptindeki alternatif splaysing domeynlerini iceren fibronektin izoformlar1 ¢ok daha
domeynleri deregiile olurlar (19). Normal doku ve yiiksek derecede eksprese edilirler (20,21). Ozellikle 11I-B
hiicrelere nazaran transforme hiicrelerde ve tiimor ve III-V sekanslarin1 iceren fibronektinler hemen hemen

T Klin J Med Sci 2002, 22 453



Ayse Yasemin DEMIR

sadece fetal ve tiimor dokular ile iyilesmekte olan
yaralarda tiretilir (22-24). Ayrica Huppertz ve arkadaslari
(14,15) matriks-tip  fibrinoidindeki  fibriler aglarin
immunohistokimyasal olarak genel (IST-4, IST-6),
hiicresel (IST-9) ve onkofetal fibronektin izoformlart (BC-
1, FDC-6) ile reaktif oldugunu gostermislerdir (Sekil 3).

Matriks-Tip Fibrinoidinde Fibronektin Benzeri
Protein

Matriks-tip fibrinoidinde ayrica fibronektin antikorlari
ile reaktif ufak fibriller de bulunmaktadir. Bu fibrillerin,
karbonhidrat yapisinda olan kan grubu prekiirsorlerinden
“i” antijenine karg1 olan antikorlarla reaktivitesi rapor
edilmistir (12) ve reaktivitenin fibrillerle iligkili olmasi

matriks-tip  fibrinoidindeki fibronektin molekiilii ile

iligkilerin oldugunu diisiindiirmektedir. Esasen “i” antijeni
onkofetal bir epitop olup tiim insan fetuslarinda
tiretilmektedir. Fibronektin molekiilii ile de iliskili

olabilecek bu glikozillenmenin, maternal dokulara invaze
olan fetal hiicreleri maskeledigi ve anneden kaynaklanan
immiin cevabi baskilandig1 yoniinde spekiilasyonlar vardir
(12,25).

Amag, bu caligmada bir tiimor matriksi olan ve EVT
hiicrelerince salgilanan matriks-tip fibrinoidi ile fetal ve
maternal kokenli diger plasental matriksler arasindaki
ortaya konmasidir. Bu farklar; trofoblast
migrasyonu ve farklilagmasindaki muhtemel
nedeniyle onkofetal formlar da dahil olmak iizere
fibronektin izoformlar1 ve trofoblast invazyonu esnasinda
matriks diizenlenmesi ile sinirlandi.

farklarin
rolleri
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Bu calismanin diger bir kolunu da 6zellikle annenin

immiin  cevabimin  baskilanmasinda  6nemil  rol
oynayabilecegi diisiiniilen “i” kan grubu antijenini tasiyan
ekstraselliiler matriks proteinlerinin, matriks-tip

fibrinoidinden izolasyonu ve karakterizasyonu olusturdu.
Bu  proteinlerin  biyokimyasal  izolasyonlart  ve
purifikasyonlarinda kullanilan yontemler sonucu elde
edilen spesifite  acisindan
aragtirilarak literatiirde rapor edilen sonuglarla (26)
tartisildi.

verilerin  anlamliliklar1

Materyel ve Metodlar
Biyokimyasal Analizler

Vajinal dogum veya sezaryenle sona ermis normal
hamileliklerden elde edilen normal term plasentalar (n=7)
kullanildi. Buz iizerinde laboratuvara transfer edilen
organdan 5-10 g’likk doku oOrnekleri asagida anlatilan
sekillerde farkli bolgelerden alindi (Sekil 1; daire igine
alinmig bolgeler). Disseke edilen dokular ayrildi ve doku
ornekleri daha sonra tampon icgerisinde (PBS, pH 7.4, %5
silkroz)  sivi  nitrojende  dondurularak  deneylerin
baslangicina kadar -35°C’de saklandi.

Ekstraksiyonlar

Matriks komponentlerinin ekstraksiyonu buz iizerinde
ve dializ asamasina kadar proteaz inhibitorlerinin
varhiginda uygulandi  (Protease  Inhibitor = Coctail;

Boehringer Mannheim). Protokoliin isleyisi Tablo 1°de
verilmistir. Farkli tamponlar sayesinde farkli o6zellikler
tasiyan proteinler birbirinden ayrilabildi.

Tablo 1. Ekstrasyon asamalarinda kullanilan soliisyonlar ve sartlar1 belirten ¢izelge

Basamaklar Soliisyonlar

Kosullar

Doku 6rneklerinin ¢oziilmesi PBS, pH 7.4, %S5 siikroz

Santrifigasyon

Komple homojenizasyon Lizis tamponu
Santrifiigasyon

Peletin restispansiyonu Yikama tamponu
Santrifiigasyon

Berrak bir siipernatan elde edilinceye kadar son iki basamagin tekrar1
Pelletin resiispansiyonu Lizis tamponu
Santrifigasyon

Pelletin resiispansiyonu
Inkiibasyon
Santrifiigasyon
Siipernatanlarin diyalizi

Ekstraksiyon tamponu

PBS, pH 7.4

Oda sicaklig1

1000 xg, 15 dakika, 4°C
5 ml/g pellet

20000 xg, 1 saat, 4°C
6-10 ml/g pellet

20000 xg, 1 saat, 4°C

4-8 ml/g pellet

20000 xg, 30 dakika, 4°C
6-10 ml/g pellet

10 dakika, oda sicakligi
50000 xg, 90 dakika, 4°C
Gece boyunca, 4°C

(sadece son basamaktan elde edilen siipernatant PBS, pH
7.4, 2M iire, SmM DTT, ImM PMSF’te diyalize edildi)

Lizis tamponu:
Yikama tamponu:

Ekstraksiyon tamponu:

100mM Tris-maleik asid, pH 6.8, SmM EDTA, 5mM DTT
Lizis tamponuna ek olarak %?2 Triton X-100
50mM Tris/maleik asid, pH 6.0, 8M guanidin hidroklorid, SmM EDTA,

SmM DTT, 10mM etilmaleimid

Tiim siipernatantlar santrifiigasyon basamagindan sonra toplandi ve -35°C’de saklandi.
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Protein tayini, jelatin-agaroz kolonu, sodyum dodesil
siilfat (SDS)-poliakrimalid jel elektroforezi (PAGE) ve
Westen-Blot, jelatin substrath natiirel SDS-PAGE
(Zimografi) yontemleri ve uygulama protokoller belirlendi
ve uyguland: (detay i¢in kaynak 26).

Sonuclar
Fibronektinlerin Degerlendirme Parametreleri

Ekstraksiyon sirasinda 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) uygulanmas: ile bulunduklari
matriksten izole edildi (Tablo 1). Bu protokoldeki son
basamaktan elde edilen siipernatantlar fibronektin
izoformlarinin Western blotlarda kantitatif degerler igin
kullanild: (Sekil 4) ve ayn1 blot membrani {izerinde her bir
bandin optik dansitesi analize edilerek entegrasyon
hesaplar1 (integrated optical densities; int. OD) yapild1 ve
bir ekstrakt bir digeri ile kiyaslandi.

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

Kantitatif degerler genel bir tablo halinde (Tablo 2)
immiinoreaksiyon dereceleri de semikantitatif olarak ayri
bir tabloda (Tablo 3) gosterilerek kiyaslandi.

IST-4 (III-5 domeynine sahip tiim fibronektinlere
kars gelistirilmis bir antikor)

Bu antikorla olan immiinoreaktiviteler en yiiksek
sinyali koryon leve ekstraktlarinda verdi. Bunu sirasiyla
amniyon, koryonik plak, bazal plak, villus dokusu, gobek
kordonu ve desidua izledi. Son dort ekstraksiyonda sinyal
birbiren ¢ok yakindi. En zayif sinyal Nitabuch’un
fibrinoidinden hazirlanan ekstraktlarda gozlendi.

IST-6 (II1-7/8 domeynine sahip, III-B
domeyninden yoksun fibronektinleri tanir)

Bu antikorla elde edilen en yogun sinyal amniyon ve
koryon leve ekstraktlarinda gozlendi. Koryon plakta
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Sekil 4. Farkli plasental bolgelerden elde edilen ekstraktlarin
birbirlerinden ayrildiklari temsili SDS-PAGE jeli sonuglarini gosteren
mikrograf. Soldan saga dogru molekiiler agirlik standartlar1 (200kD,
116.3kD, 97.4kD, 66.3kD, 55.4kD), amniyon, bazal plak, koryonik
plak, desidua bazalis, koryon leve, Nitabuch’un fibrinoidi, gobek
kordonu ve villus dokusu.

gozlenen sinyal ilk iki ekstrakttaki sinyalin yogunluguna
oldukc¢a yakindi. Desidua, gobek kordonu ve Nitabuch’un
fibrinoidinden elde edilen reaksiyon sinyalleri ise daha
zayifti. Bu li¢ reaksiyondaki sinyaller birbirine oldukca
yakinken villus dokusundan elde edilen ekstraktlardaki
sinyal en zayif sinyal olarak belirlendi.

3E1 (heparine baglanan domeyni, yani tiim
fibronektinleri tanir)

Bu antikorla degisik ekstraktlardan elde edilen
reaktiviteler birbirine ¢ok yakindi. Ekstratlar igerisinde
koryon leve ve amniyon, koryonik plak ve Nitabuch’un
fibrinoidinden bir miktar daha gii¢lii sinyal verirken bunlart
gobek kordonundan elde edilen sinyal izledi. Bazal plak,
desidua ve villus dokusundaki dansite sonuglar1 ise bu
serinin son boliimiinii olusturdu. Ayrica bu antikorla 41-
43kD molekiil agirliginda bantlar tespit edildi. Dansite
analizleri yogundan zayifa dogru su siray1 takip etti; villus,

Tablo 2. Farkli ekstraksiyonlardaki immunoreaktivitelerin kiyaslanmasi. Herbir farkli doku 6rneginde ayni antikorla elde
edilen immiinoreaktivite yatay yonde siralanmis olup birbirleri ile kiyaslanabilir. Dikey yonde bu kiyaslama miimkiin
degildir, ¢iinkii herbir antikor igin farkli bir jel ve blot kullanilmis olup reaksiyon dereceleri farklidir. Degerler triple

Ol¢iimler sonucunda elde edilmis ortalamalardir.

Farkli ekstraktlardaki immiinoreaktiviteler (int. OD)

Koryonik Koryon Nitabuch’un Gobek Villus
Antikor Amniyon Bazal plak plak Desidua leve fibrinoidi kordonu 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
3El1 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 0.19 043 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
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Tablo 3. Farkli plasenta bolgelerinde, farkli antikorlarla elde edilen immiinoreaktiviteler semikantitatif olarak verilmistir.
+/-: zayif reaksiyon, +: pozitif reaksiyon, ++: belirgin reaksiyon, ~: diizensiz 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 ekstravilloz trofoblastlar, Ha-ET: hiicre adalarindaki EVT, Hk-ET: hiicre kolonlarindaki
EVT, V: degisik tipteki villuslar (Cv: ¢apa villuslar, k¢: kiigiik kalibrasyondaki villuslar, by: biiyiik kalibrasyondaki villuslar,

s: stroma, tk: trofoblastik kabuk, bya: biiyiik arter duvarlart).

Farkli plesantal bolgeler

KI Ha

A Bp Kp ET | ET | ET v
e bm m D ET m ET Cv k¢ by
Antikor S tk bya
IST-4 - +/- - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - -
IST-6 - - - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - -
3E1 - + + - ~ * +/- +/- - * ++ * ++ * +
3E3 - + + +/- +/- + + - * * * * + - *
IST-9 - +/- - + ++ * ++ ++ ++ ++ * - + - -
FDC-6 - + - + + +/- ++ ++ + * * * - - *
koryon leve, Nitabuch’un striasi, koryonik plak, amniyon, kuvvetteki sinyaller amniyon ve koryonik plaktan

desidua, bazal plak ve umbilikal kordon.

4B2 (jelatine baglanan domeyni, yani tiim
fibronektinleri tanir)

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

Hiicresel Fibronektinler (3E3, IST-9)

3E3 (hiicresel fibronektinlerin hiicreye baglanan
domeynini tamyan antikor)

Bu antikor en giiclii olarak koryon leve ekstrakti ile
reaksiyon verirken bunu amniyon ve koryonik plak izledi.
Benzer sinyaller desiduada ve Nitabuch’un fibrinoidinde
gozlenirken, daha zayif sinyaller gobek kordonu, bazal
plak ve villus dokusunda belirlendi.

IST-9 (III-A domeynine sahip hiicresel
fibronektinleri tanir)

En giiclii reaksiyon koryon levede bulunurken bunu
koryonik plak ve Nitabuch’un fibrinoidinin birbirine ¢ok
yakin olan reaktiviteleri izledi. Amniyon ve gobek
kordonunun verdigi sinyaller ise birbirlerine ¢ok yakinken
koryonik plak ve Nitabuch’un fibrinoidinden daha zayifti.
Villus dokusu, desidua ve bazal plaktan elde edilen
sinyaller ise keza daha zayift1.

Onkofetal Fibronektinler (FDC-6)

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

Bu antikorun koryon levede verdigi biyokimyasal
reaksiyon olduk¢a zayif olup hemen hemen benzeri
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hazirlanan ekstratlarda elde edildi. Desidua, Nitabuch’un
fibrinoidi, bazal plak, villus dokusu ve gdbek kordonundan
hazirlanan ekstratlarin  verdigi sinyaller azalan bir
yogunluktan yukarida belirtilen ekstratlar takip etti.

“i” Epitopunu Tasiyan Fibronektin Benzeri
Proteinler

Koryon iki  farkh
uygulamasinin ardindan jelatin agaroz kolonlarindan

leve  ekstratlarinin tire
eliisyonlarina ait sonuglar gosterildi. Bazi durumlarda
nonspesifik baglanan proteinler (fraksiyon 1, 2 ve 3)
kolondan uzaklastirildiktan sonra kolona spesifik baglanan
proteinlerin 1.8 M ve 6 M iire ile (sirasiyla fraksiyon 4 ve
5) eliisyonlar1 ve Western blot uygulamalar1 gosterildi ve
siras1 ile IST-4, BC-1 ve anti-i antikorlar1 ile elde edilen
sonuglar verilmistir. Bu blotlarda 50-60kD molekiiler
agirligima sahip ve her ii¢ antikor ile de pozitif olan ufak
protein/proteinler goriilmektedir. Bu ufak fibronektin
benzeri proteinler OM’dan 6 M’a dogru giden lineer {ire
gradienti altinda 1.7 M ve 2.5 M iire konsantrasyonlarinda
eliie edilirken (fraksiyon 1), biiyiik fibronektinlerin 2.1 M
ve 4 M iire konsantrasyonlar1 arasinda (fraksiyonlar 2-5)
kolondan eliie edildi. Ancak anti-i ile pozitif reaksiyon
veren proteinlerin daha da ileri piirifikasyonu ve sekansini
olumlu sonu¢ vermemistir. Bu nedenle kullanilan ikinci
antikorun nonspesifik baglanma gostermis olabilecegi
diisliniilerek Western blotlarda kullanilan protokolde ilk
asamalardan biri olan nonspesifik baglanmanin bloke
edildigi asamada degisiklikler yapilmistir. Bunlardan en
onemlisi farkli konsantrasyonlarda BSA veya yagsiz siitiin
bloklama soliisyonuna ilavesi olup, elde edilen sonuglar bu
caligmada gosterilmekle beraber ufak fibronektin diye
adlandirilan kiiciik protein/proteinler bir daha tespit
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edilememigstir. Sonugta ise bu deneylerde alinan negatif
sonuclar nedeniyle immiinositokimyasal olarak gosterilen
(13) bu protein/proteinlerin  piirifikasyonu ile ilgili
deneylere daha fazla devam edilmedi.

Tartisma
Ekstraselliiler Matrikslerde Fibronektin
izoformlar

Farkli plasental bolgelerin yapisal ve molekiiler
kompozisyonundaki farkliliklara baglh olarak, farkli
ekstraselliiller matrikslerde fibronektin izoformlarinin
dagiliminda farkliliklar gostermeleri dogal olarak beklenir.

Insan amniyon epitel hiicrelerinin hem hiicresel hem
de onkofetal fibronektinleri salgiladiklarini ve bunun
hemen altindaki ekstraselliiler matrikste depoladiklarini
(26), bu salgilama faaliyetinin hormonal kontrol altinda
oldugunu gosteren ¢aligmalarin yanisira, bu molekiile bagh
fibronektin reseptorii  (integrin  o5Bf1) de amniyon
epitelinde bulundugu ve amniyotik mezodermde hiicresel
fibronektinin varlig1 gosterilmistir (28).

Immiinohistokimyasal ve biyokimyasal sonuclar,

amniyonik  bazal ~membranin, Ozellikle hiicresel
fibronektinleri (III-A domeynine sahip fibronektinler) ve
normal fibronektinleri (III-5 domeynine ve heparine
baglanan domeynine sahip fibronektinler) eksprese ettikleri
ve bazi onkofetal fibronektinleri (O-glikolize III-CS ve III-
B domeynine sahip) igerdikleri biyokimyasal olarak
amniyonda da gosterilmistir. Bu c¢aligmanin sonuglari
fibronektinlerin amniyonda varligini rapor eden mevcut
literatiire (28) yeni yaklasimlar getirmekte ve yeni bulgular
eklemektedir.
Biyokimyasal  verilerimiz literatiirle  paralellik
gostererek genel, hiicresel ve onkofetal fibronektin
izoformlarinin bazal plakta varlif: tartisilmistir (24,29-31).
Ozellikle hiicre kolonlarinin distal boliimlerinde bulunan
fibronektin izoformlarinin EVT arasinda belirgin olarak
spot seklinde gosterildigi bu c¢alismanin sonuclar ile
belirlendi ve bu sonuglar daha 6nceki bulgularla paralellik
(10,12,14,32).  Diger yandan, hiicre
kolonlarinda fibronektin ve fibronektin reseptoriiniin
koekspresyonu rapor edilmistir (5). Kanimiza gore, EVT
hiicre kolonlarinda yer alan fibronektin, bilyiik ihtimalle
trofoblastin maternal dokulara adezyonunu arttirmakta ve
trofoblast migrasyonunu kolaylastirmaktadir.  Ayrica,
uterus duvarindaki trofoblast kiimelerinin de al, a5 ve Bl
reseptorlerini  eksprese ettikleri halde, ekstraselliiler
matrikslerinin gosterilememis olmasi (hizli turnover nedeni
ile), EVT primer olarak maternal hiicre ve matrikslerle
etkilesim halinde oldugunu savunmakta (5,33) ve bu
calismanin sonuclari ile de destek bulmaktadir.

vermektedir

Western blot analizleri, koryonik plakta ii¢
fibronektin izoformunun varligin1 ortaya koymaktadir:
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genel, hiicresel ve onkofetal. EVT’nin matrikslerindeki
yama tarzi goriiniimler {i¢ izoformla da gozlenmistir. Bu
sonuglar daha  oOnceki  degerlendirmelerle  uyum
icerisindedir (11,14,34).

Immiinohistokimyasal tekniklerle bazal plaktaki
desidua dokusundan elde edilen sonuglar (34) ile Western
blotlarla fetal membranlarda alinan desidua dokusuna ait
sinyaller kiyaslandiginda her iki teknikte de sonuglar
birbirine paralellik ve ii¢ fibronektin izoformunun varlig
gosterilmistir. Onceki caligmalarda hiicre membranlarinda
(33) periselliiler matrikste (29,33) ve desidual hiicrelerin
sitoplazmasinda fibriller ve noktasal tarzda fibronektinin
varlif1 gosterilmistir. Bu ¢aligmanin orjinal diger bir yonii,
trofoblast hiicrelerince invaze edilmis olan desiduada, III-B
veya O-glikozillenmis III-V domeynine sahip onkofetal
fibronektinlerin gosterilmis olmasidir (24,33). Desidual
hiicrelerde ayrica fibronektin reseptorleri eksprese
edilmektedir (a3f1; ve adPl, a5B1, adP7) (32,33).
Sunulan ¢alismanin sonuglari, fibronektin izoformlarinin
desidual matrikste EVT migrasyonuna karsi cevaben
fibronektin izoformlarin1 depoladiklarini gostermektedir.

Plasentanin koryon leve bolgesinden elde edilen
immiinohistokimyasal sonuclar genelde koryonik plaktaki
immiinoreaktivite ile paralellik gostermistir. Western
blotlarda en yogun sinyaller bu dokudan hazirlanan
ekstratlardan elde edilmistir. Bunun nedeni EVT nin bu
bolgede yogun olarak depolanmis olmasidir. Bu sonuglar
koryon levenin daha ziyade genel, hiicresel ve onkofetal
fibronektinlerden olustugunu ve farkli
izoformlarinin  koryo-desidual etkilesimde Onemli rol
oynadigini ortaya koymaktadir.

fibronektin

Beta zincirinden yoksun fibrinopeptidin yanisira, ¢cok
cesitli 105kD molekiil agirligr iizerindeki polipeptidler.
Nitabuch’un fibrinoidinde rapor edilmistir. Bu caligmada
elde edilen Western blot sonuclar1 genel ve hiicresel
fibronektin izoformlarinin olduk¢a dominant oldugunu,
onkofetal izoformunun ve jelatine baglanan domeyni
iceren fibronektin izoformunun ise sirasiyla ¢ok diisiik ve
belirlenemeyecek kadar diisiik seviyelerde oldugunu
gostermistir.

Fibronektinin gobek kordonunda vendz ve arteriyel
endotel tarafindan sentez edildigi (35) bildirilmistir. Bu
caligmada Western blotlardan elde edilen sonuglar genel ve
hiicresel fibronektin izoformlarinin  gobek kordonu
ekstratlarindan elde edilebilecegini gosterilmis ancak,
onkofetal izoformlar belirlenememistir.

Termdeki plasentada koryonik villuslarin stromasinda
(30,35) ve damar duvarlarinda (35,36) fibronektin
immiinoreaktivitesi  gosterilmisken trofoblastik bazal
membranda immiinoreaktiviteler gosterilememistir (34-
36). Bu raporlara paralel olarak bu calismada da biiyiik
villuslarin stromalarinda ve fetal damarlarin cevrelerinde
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genel ve hiicresel fibronektin izoformlari bulunurken bu
izoformlarin trofoblastik kabukta ve diger villus tiplerinde
varlign belirlenememistir. Ayrica, villus stromasinda O-
glikozillenmis domeyni olan onkofetal fibronektin
izoformunun varlig1 da belirlenememistir (III-B domeynine
sahip onkofetal fibronektin) (36).

Fibronektin ve Matriks Metalloproteinazlarimin
Arasidaki Iliski

Hiicrelerin adezif temaslar vasitasiyla ekstraselliiler
matriks molekiilleri (fibronektin, laminin, kollajen, tenasin,
vitronektin, vb.) ile iliskiler kurmalar1 sonucu sinyal
transdiiksiyonu gerceklesir (37). Bu etkilesimler gen
ekspresyonunda ve hiicre fenotipindeki degisikliklerle ve
hiicresel davranigin diizenlenmesi ile (6rnegin; hiicre
adhezyonu, yayilma, farklilasma ve migrasyon) sonuglanir

(26,38).

Bunlara paralel olarak bazi hiicre katlarinda matriks
metalloproteinazlarin  ekspresyonunun  hiicre  matriks
etkilesimlerinden kaynaklandigi rapor edilmistir (14,38).
Bunlarin  yanmisira  gesitli  ekstraselliiler  substratlarin
jelatinaz ekspresyonuna olan potansiyel etkisi de bazi
raporlarda vardir. Bu noktada farkli hiicre katlarinda
fibronektin ve fibronektin fragmanlarinin bazi jelatinazlar
tizerine Ornegin MMP-9 (15,39) indiiktif etkisini
gosterirken, MMP-2 iizerinde etkisinin olmadig1 rapor
edilmistir.

Diger yandan insan preimplantasyon embriyolarinin
biyokimyasal ve morfolojik gelisimlerinde onkofetal
fibronektinler gibi bazi spesifik ekstraselliiler proteinlerin
embriyonik sekresyonu oldukca onemlidir. Ekstraselliiler
matriks proteinleri (adult tipi fibronektinler veya trofoblast
tirevi onkofetal fibronektinler) insan embriyolarinin
basarili implantasyonlar i¢in gereken adezif ve degradatif
(MMP-2 iizerinden) oOzelliklerin kazanilmasinda rol
oynamaktadirlar. Fibronektinlerin  etkileri ~ sadece
jelatinazlar ile sinirli olmayip MMP-3 gen ekspresyonuna,
kollajenaz genine (40) ve serin proteazlarina kadar
uzanmaktadir.

Ayrica  cesitli  hiicre  katlarinda  fibronektin
reseptoriiniin  indiiksiyonu metalloproteinazlarin artmasi
veya azalmasi ile sonuclanmistir. MMP ekspresyonunu ve
fokal kontakt alanimi diizenleyen sinyaller bagimsiz bir
sekilde diizenlenmekte olup a5B1 ve o4P1 integrinlerinin
kooperasyonlari, fibronektine cevap olarak ekstraselliiler
matriksi diizenleyen genlerin ekspresyonunun
diizenlenmesinde en biiyiik rolii oynamaktadir (40). EVT
hiicreleri diisiik miktarlarda jelatinazlarla en iyi taninan
fibronektin reseptorii olan a5 (5,41) integrin subuniti
aktive edildiginde yiiksek miktarlarda fibronektin (6)
salgilamaktadir. Diger taraftan, ovaryum kaynakli kanser
hiicreleri (SAOV) ile kondisyone edilen peritoneal stroma
hiicrelerindeki MMP-9 seviyesindeki artis, a5 antikoru ile
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inhibe edilebilirken, bu etki fibronektin eklenmesi ile
tersine cevrilmistir (39). Ayrica fibronektin reseptoriiniin
uyarilmasi stromelizin ve kollajenaz mRNA’larinda
birikme ile sonuglanmistir (41).

Diger yandan, baz1 ekstraselliiler matriks molekiillerin
spesifik olarak matriks metalloproteinazlar1 ve bu
molekiillerin inhibitoérleri olan TIMP’ler ile iliskide
olduklar1 gosterilmistir (15). EVT tipik matriksleri olan
matriks tip fibrinoidinde MMP’lar ve TIMP’ler belirli
substratlarla beraber immiinlokalize edilmislerdir. Bunlarin
arasinda hiicresel ve onkofetal fibronektin izoformlari
matriks tip fibrinoidinde fibriller aglar igerisinde yama
biciminde bir sekil alirflarken, MMP-2, -3 ve -9 ile
immiinopozitivite (15) gostermislerdir. Ayrica TIMP-1 ile
fibronektin miktar1 arasinda ters bir korelasyon rapor
edilmistir.

Calismamizda fibronektin izoformlarinin ve matriks
metalloproteinazlarinin kompozisyonlart genis bir sekilde
incelenmistir. Sonuglar, farkli fibronektin izoformlarinin
(genel, hiicresel ve onkofetal) ve MMP’lerin (MMP-2, -3, -
9) aym ekstraselliiler maktrikslerde lokalize olduklarin1 ve
ayn1 plasental bolgelerden ekstre edilebileceklerini
gostermistir.  Bu  calismanin  sonuglari, fibronektin
trunkasyonun hiicre-hiicre, hiicre-matriks etkilesmesi
siirecinde sinyal transdiiksiyon mekanizmalar1 araciyla
biyomolekiiler bilgi transferinde rol oynayabilecegini
diigiindiirebilir. Hiicreler bu transfere belli sekillerde
karsilik verirler. Bunlardan biri MMP ekspresyonunda ve
sekresyonundaki degisikliklerdir. Bu enzimler beraber
calisarak ekstraselliiler matriksteki farkli substratlar
iizerine etki gosterirler, tabii ki fibronektine de. Tim
bunlarin sonucu olarak fibronektine baglanan bolgenin
konformasyonu degisebilmekte ve proteinaz kaskadinin;
metalloproteinazlar ve serin proteinazlarinin uyarilmasi
sonucu ekstraselliiler matriksin fibronektinler de dahil daha
¢ok sindirimi giindeme gelmektedir (41). Matriks
molekiillerinin, fibronektin ~ fragmanlarinin, metallo-
proteinazlarin uyarilmast sonucu doku remodiilasyon
aktivitesini diizenledikleri (39) sonucuna varilmaktadir.

Diger taraftan, Zhu ve arkadaglart (25, 42,43),
fibronektin tipinin ve glikozillenme derecesinin biyolojik
aktivitede etkili oldugunu bildirmislerdir. Plasental
fibronektinin yiiksek molekiil agirlikli  polilaktozamin
karbonhidratlara sahip olmasi, bu molekiiliin jelatine
baglanmasini zayiflatmaktadir. Ek karbonhidrat rezidiileri
ayn1 zamanda proteinazlara olan direncin artmasina neden
olmaktadir. Ozellikle onkofetal fibronektin molekiiliiniin
(FDC-6) mevcut oldugu matrikslerde, onkofetal olarak
glikozillenmis epitop, maternal proteinaz saldirisina karsi
fibronektin molekiiliinii korumaktadir. Ayrica, ayni
matrikslerde fibronektin molekiillerinin kan grubu
antijenlerinden olan “i” ile olan iliskisi de, yine bir
karbonhidrat yapisi (laktozamin) olan bu epitopun yukarida
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belirtilen noktalarda rol oynayabilecegi gibi, anne-fetus
arasindaki immiinolojik bariyerin sessiz hale getirilmesinde
de etkin olabilecegini diisiindiirmektedir (11,14,44). Diger
taraftan caligmamizda, gerek jelatin kromotografisinde,
gerekse  Western blot analizinde bu molekiiliin
izolasyonundaki giicliikler, biyomolekiiliin incelenebilmesi
icin daha farkli metodolojik yaklasimlarin gerekli
oldugunu gostermektedir.

Yeni Yonelimler ve Ufuklar

matrikslerde, fibronektin ve matriks
metalloproteinazlarinin yanisira, 6zellikle maternal ve fetal
kanin ve matriksler disinda plasental dokuyu olusturan
diger pek cok molekiiliin varligi, istenilen molekiiliin saf
olarak biyokimyasal izolasyonunu zorlastirmaktadir (26).
Ayrica, trofoblast invazyonu agisindan  matriks-tip
fibrinoidindeki onkofetal molekiillerin muhtemel onemli
rolleri goz 6niinde tutuldugunda, bu molekiillerin konsantre
bir sekilde plasentadan izolasyonlart da pek imkan
dahilinde goriinmemektedir. Bu noktada, istenilen matriks
molekiiliinii salgilayan hiicre tipini izole edip kiiltiirde
yasatmak bir coziim olabilir. Boylelikle diger hiicre
tirtinleri olmadan tek bir hiicre tipinin trettigi molekiiller,
biyokimyasal olarak kiiltiir siipernatantlarindan kolaylikla
izole edilebilir. Fakat, matriks-tip fibrinoidini {iireten
hiicrelere bakildiginda, EVT’ni izole edip in vitro iiretmek
ve kiiltirde yasamalarin1 saglamak, farklilasmis ve
prolifere olmayan bu hiicreler icin oldukca kisa bir siire
icin miimkiin olabilir (43.,45).

Plasental

Bu analitik probleme bir ¢oziim olarak hibridoma
teknigi giindeme gelmektedir. Trofoblast hiicrelerine
genetik olarak benzerlikler gosteren ve proliferasyon
kabiliyetine sahip olan tiimor hiicrelerinin (koryokarsinoma
hiicreleri), bu 6zelliklerinin EVT hiicrelerine aktarilmasi ile
trofoblast/timor hibridoma kiiltiiriinde, matriks
molekiillerinin in vitro olarak {retilmesi miimkiindiir.
Hibridoma teknigi sayesinde kisaca trofoblast hiicreleri
immortalize edilebilmektedir. Hibridleme yolu ile HGPRT-
pozitif (hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz-pozitif)
trofoblastlarin ekstraselliiler matriks molekiillerini eksprese
etme Kkabiliyeti hibridomlara aktarildigi gibi HGPRT-
negatif (hipoksantin-guanin-fosforibozil transferaz-negatif)
ve ekstraselliiler matriks molekiillerini eksprese edemeyen
tiimor hiicrelerinin proliferasyon kabiliyeti hibridomalara
aktarilabilmektedir (46,47). Flizyona ugramayan trofoblast
hiicreleri kendiliklerinden 6ldiikleri gibi tiimor hiicreleri de
secici kosullar altinda ortamdan uzaklastirilmakta, boylece
sadece hibridomalar kiiltiirde kalmaktadir.

Diger taraftan hibridomalarin eksprese ve sekrete
ettikleri matriks molekiillerinin izole ve Kkarakterize
edilmesi, yapilarindaki farkliliklarin trofoblast
invazyonunda ne gibi roller oynadiginin belirlenip, hangi
kosullar altinda artip azaldiklarinin incelenmesi ile,
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oncelikle plasentasyondaki pek c¢ok fizyolojik ve
patofizyolojik durum daha iyi anlasilacaktir.

Diger taraftan trofoblast farklilagmasi ve invazyonunu
kontrol eden molekiiler mekanizmalar halen daha cok iyi
anlagilabilmis  degildir. Bunun bir yolu cDNA
kiitiphanelerinin diferansiyel taranmasidir. Bu yonde
yapilan c¢alismalarin bazilarinda trofoblast hiicrelerinin
farklilasmasinda diizenleyici rol oynayabilecek genler
belirlenmistir (47,48). Bu genlerin protein diizeyinde
okunus sekillerinin anlagilmas1 cok emekli calismalar:
gerektirse de kacinilmaz bir yoldur.

Tesekkiir
Bu calisma, TUBITAK tarafindan desteklenen Al yurtdisi doktora
bursu ile basarilan doktora tezinin bir boliimiiniin Ozetidir.
Aragtirict Kuruma, bu desteginden dolay: tesekkiir eder.
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