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Ozet

Summary

Maternal dokularin invazyonu esnasinda fetal trofoblast
hiicreleri tiimor matrikslerine benzeyen bir matriks (matriks-tip
fibrinoidi)  salgllar.  Bu  matrikste ~ bulunan  matriks
metalloproteinazlarinin (MMP) trofoblast invazyonu esnasinda
onemli roller oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Bu ¢aliymanin amaci
maternal ve fetal dokular tarafindan plasentasyon esnasinda
iiretilen diger matriksler ile trofoblast matriksi arasindaki
farkliliklarin  ortaya konmasidir. Ozellikle bu aragtirmada
MMP’larinin dagilimlarina odaklanilmistir. Fetomaternal iligkiyi
saglayan insan term plasentasinin farkli bolgelerinden doku
ornekleri toplandi ve biyokimyasal yontemler kullanilarak, bu
dokulardaki matriks elemanlar1 ¢cok basamakli bir protokol ile
ekstrakte edildi. MMP (MMP-2, -3, -9) aktiviteleri
immiinohistokimyasal ve jelatin substratli SDS-PAGE (zimografi)
yontemleri ile gosterildi. Elde edilen sinyaller dansitometrik
Olciimler olarak tarandi ve degerlendirildi. Hemen hemen caligilan
tim Ornek dokularda farkli MMP’na ait reaktivite ve aktiviteler
saptanmistir. Bu molekiiller degisen oranlarda ve beraber ekstrakte
edilebilmislerdir. MMP-2 icin en giiclii reaksiyonlar ozellikle
trofoblastlarin, maternal dokular1 invaze ettikleri bdlgelerde
bulunmustur. Ayrica MMP-9’un verdigi en yiiksek enzimatik
aktiviteler fetal ve maternal dokularin temas noktalarinda
belirlenmistir. Bu MMP’1in dogum esnasinda plasentanin uterus
duvarindan ayrilmasindaki roliine isaret etmektedir.

Anahtar Kelimeler: Plasenta, Ekstravilloz trofoblast, Gebelik,
Ekstraselliiler matriks, Metalloproteinaz
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During the invasion process, trophoblast cells secrete a
tumor-like matrix (matrix-type fibrinoid). Matrix
metalloproteinases (MMP) that are present in this matrix, seem to
play an important role during trophoblast invasion. 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 MMP in the extracellular matrices.
Tissue samples were collected from different sites of human term
placenta by using biochemistry methods, the expression of MMP
were determined. Besides, matrix components of these tissues
were extracted with a multi-step extraction protocol. The presence
of activities of MMP (MMP-2, -3, -9) were demonstrated by
immunohistochemistry and gelatine-substrated SDS-PAGE
(zymography). The signals from immunoreactivities and
enzymatic activities were detected by scananalytics system. In
nearly all tissues reactivities and activities for MMPases were
determined. These molecules were co-extracted from all tissues in
variable degrees. Strongest reactivities for strongest enzymatic
activity for MMP-2 was found, in particular, in areas where
invasive fetal trophoblast cells invade maternal tissues. MMP-9
was found to have the highest enzymatic activity in the deepest
part of human placenta at the contact region of fetal and maternal
part, suggesting the importance of MMP-9 in the separation of
placenta from uterine wall during the labor.

Key Words: Placenta, Extravillous trophoblast, Pregnancy,
Extracellular matrix, Metalloproteinase
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Fetomaternal iliskiyi Saglayan Temel Elemanlar

Fetomaternal iligkiyi saglayan ve gebelik boyunca
hayati 6nemi olan plasenta ve onun gelismesi, trofoblastin
endometriyum etkilesmesi ve sonucta invazyonu ile
plasentasyon gerceklesmektedir. Fetal membranlarin uterus
mukozasina  tutunmasi, stabil  kontaktlar  kurarak
endometriyumda gelisimine devam etmesi gebelik siireci
icin Onemlidir. Plasenta ve bagh fetal membranlarin
gelismesi ya da az gelismesi gebelik siirecini direkt
etkiledigi kadar, bu membran yapilarindaki molekiiler
kompozisyona da etkili olmaktadir (1). Bilindigi iizere
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plasental gelisim sirasinda, fetal membranlar, agac benzeri
olan plasental villuslar saran disk benzeri membranoz bir
kese olusturur. Bu kesenin kalinlagmasi ile termdeki
plasentanin diskoidal, villoz ve hemokoriyal yapilar
olusur.

Dogumda spontan olan plasentanin temel oOgeleri
incelendiginde, bir¢ok hiicre topluluklarinin yanisira term
plasentasinin  klasik rutin  kesitlerine  bakildiginda,
amniyon, koryon leve, koryonik plak, farkli villus tipleri,
farkli bolgelerdeki fibrinoid birikimleri, rudimenter hiicre
kolonlarin1 iceren rudimenter capa villuslar (anchoring

T Klin Tip Bilimleri 2002, 22



MATRIKS METALLOPROTEINAZLARIN PLASENTADAKI IMMUNOREAKTIVITESI VE DOGUMDAKI ROLLERT

villi), hiicre adalari, plasental septa, bazal plak ve anne
plasentasini olusturan desidua belirlenir.

Koryonik plak ve koryon leve iizerinde, amniyonik
kaviteye dogru yer alip, tek katli kiiboidal veya prizmatik
epitelden olusan amniyon, fetal membranlarin basinda yer
alir. Koryonik plak ve koryon levede bulunan trofoblast
hiicreleri, degisik matrikslerle birbirlerinden ayrilirlar. Bu
hiicreler tarafindan salgilanip igine gomiildiikleri bu
matriksler matriks-tip ve fibrin-tip fibrinoidi olarak
adlandirilmaktadirlar ~ (Sekil ~ 1).  Maternofetal  ve
fetomaternal aligveriste (6rn. Gaz transferi, ekskratuar,
sekretuar, rezorptif, metabolik, katabolik, immiinolojik ve
hematopoietik degisimler) plasental villuslar en 6nemli
rolii oynarlarken baz1 fetal membranlarin (amniyon ve
koryon leve) bu fonksiyonlara katkist oldukg¢a sinirlidir (2).
Fonksiyon geregi degisik tipte villuslar (stem, capa,
immatiir, matiir ve terminal) olusmustur (3). Diger taraftan,
villus formasyonunda gorev almayan trofoblast hiicreleri,
ekstravilloz trofoblast hiicreleri (EVT) olarak adlandirilir.
Bu hiicreler, plasentanin diger boliimlerinin olusumu ve
gelismesinde gorev alir. Reseptorler, integrinler ve matriks
molekiilleri ~ {izerine  yapilmis  calismalar  villus
sinsiyumunun tabanini olusturan sitotrofoblast hiicreleri ile
EVT kok hiicreleri arasinda bir fark ortaya koymamaktadir
(4). Trofoblastik kok hiicreleri bulunduklar1 yerde maternal
kanla karsilastiklar1 zaman sinsisyal bir degisime ugrarlar
ve villus sinsisyotrofoblastin1 olustururlar. Ancak, bu kok
hiicreler fibrin veya diger ekstravillus molekiilleri ile
karsilastiklari zaman EVT hiicrelerini olustururlar ve
invazif bir fenotip kazanirlar (4).

Koryonik villus agacinin govdelerini bazal plaga veya
hiicre kolonlar1 araciligi ile plasental septaya baglayan
yapilar capa villuslar veya demirleyici villuslar olarak

adlandirilir.  Hiicre  kolonlart  ise ¢ok  tabakali
sitotrofoblastlardan olusmus ve kesintili bir
sinsisyotrofoblast ~ tabakasinca  ¢evrelenmis  hiicre
topluluklaridir. Koryonik villus agacindan dogarak

koryonik plagina tutunmus hiicer kolonlar1 olarak
diistiniilebilir. Tipki hiicre kolonlarindaki gibi EVT burada
da matriks-tip fibrinoidine gomiilmislerdir.

Fetal plasenta ile maternal dokunun karsi karsiya
geldigi birim bazal plaktir, intervilloz boslugun tabanini
olusturur. EVT, cesitli endometriyal stroma hiicreleri,
desidua hiicreleri ve uteroplasental damarlarin bir karisimi
gibidir. Bazal plagin dip tabakasi, Nitabuch’un fibrinoidi
olarak adlandirilan, uteroplasental fibrinoiddir. Yapida yer
alan fibrinojen, hiicrelerin sekresyon ve dejenerasyon
trtinleri ile heparansiilfat proteoglikanlardan olusmustur
(5). Baz1 fetal membranlarin (amniyon ve koryon leve)
tutunmus oldugu desidua tabakasi, biiyiik cogunlukla
pariyetal desiduadan tiirer. Fetal plasentayi, plasental
yataktan ayiran bolgede desidual hiicreler, endometriyal
stromanin diger bileskenleri ve trofoblastik elemanlarin bir
karistmi bulunmaktadir.
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Sekil 1. MMP’lerin analizleri i¢in kullanilan siipernatantlarin elde
edildigi plasental bolgeler ve buralarda yerlesik matriks dagilimini
gosteren ¢izim. Plasental bolgenin Ozelligine gore isimlendirilmesi
yapildi. a) 1-Koriyon plagi ve Langhans ¢izgisi, 2-Yiizen villus ve
perivilloz matriks, 3-Intervilloz matriks, 4a-Hiicre adacig1 ve matriksi,
4b-Plasental septa ve septal matriks, 5-Hiicre kolonlar1 ve Rohr
¢cizgisi, 6-Bazal plak ve Nitabuch fibrinoidi, 7-Capa villusun devami
ve hiicre kolonu matriksi, 8-intramural matriks, 9-Koriyon leve
matriksi, b) Sekil (a) da 7 numara ile gosterilen hiicre kolonlari
bolgesinin biiyitiilmiis ¢izimi. Bazal plaga invaze olmus ekstravilloz
trofoblastin salgiladigi matriks tipinin temsili gosterilmesi (Kaufmann
ve ark., 1997, Huppertz ve ark. 1998’den degistirilerek).

Plasentayi fetusa baglayan gobek kordonu amniyonik
epitel ile ¢cevrelenmis olup merkezdeki bag dokusuna sikica
yapistigl icin fetal membranlardan kolaylikla ayrilamaz.
Bag  dokusu  (Wharton’un  jeli) ac¢ik  zincir
polisakkaridlerden (hiyaluronik asit, glikozil ve mannozil
gruplart iceren karbonhidrat gruplar1) ve farkli matriks
molekiillerinden olusmustur (1).

Matriks Metalloproteinazlar1 (MMP) ve
Bunlarm Doku Inhibitorleri (TIMP)

Son derece invazif tiimorlere olan benzerligi ve
penetran tabiati nedeni ile hemokoryal plasentasyonda
onemli roli oynayan normal trofoblast
psodomalign  olarak adlandirilmistir  (6,7).

hiicreleri
Normal
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hamileliklerde trofoblast gocii, ekstraselliiler matrikse
siklik tutunma ve ayrilma ile kontrollii bir sekilde yonetilir
(8). Bu siirecin elemanlarindan biri olarak proetoliz,
trofoblast tutunmasi ve gocili goz oniine alindig1 zaman ¢ok
sik1 bir sekilde kontrol edilir (7-9).

Sistein ve aspartat proteazlari, proteinleri asit pH’da
parcalarken intraselliiler proteolitik aktiviteden
sorumludurlar. Diger taraftan serin proteazlari ve
metalloproteinazlar nétral pH’da aktivite gosterirler ve
ekstraselliiler sindirimden sorumludurlar (10). Proteolizin
iscileri arasinda yer alan metalloproteinaz ailesinin
elemanlar1 (Tablo 1), plasental gelisim sirasinda trofoblast
migrasyonu, trofoblast invazyonu ve doku
diizenlenmesinde de rol oynarlar (4,6,11).

MMP olarak domeynlerden olusmustur  ve
kollejanazlar, jelatinazlar, stromelizinler, elastazlar, RXKR
membran tipi ve RXKR salg1 tipi olmak iizere alt1 ana
gruba ayrilirlar (9,10,12) (Tablo 1). Aktif merkezdeki bir
cinko atomu Kkatalitik aktivitelerinden sorumludur. Bu
metal, propeptiddeki eslesmis sistein rezidiisiinii koordine
eder. Her enzim amino terminalindeki propeptidle beraber
salgilanir ve aktif hale bu bdlgenin proteolizi sonucu gelir.
Bozulan sistein-¢inko iligkisi sonucu ¢inko aktif merkezde
acikta kalarak substratlardaki duyarli baglar1 hidrolize eder
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(9,12,13). Bu proses ‘“cystein  switch”  olarak
adlandirilmaktadir (14).

Son derece potent olan bu endopeptidazlarin
regiilasyonunda c¢esitli sitokinler, biiylime hormonlari,
periselliiler ortam, hiicre matriks iliskisi ve ekstraselliiler
matriks rol oynar (9). Bu enzimlerin ekstraselliiler
aktivasyonlarinin kontroliinde endojen inhibitorlerle olan
inaktivasyon da olduk¢a Onemlidir. Spesifik doku
inhibitorleri olan bu inhibitorler (TIMP-1, -2, -3, -4)
metalloproteinazlarin aktif ve inaktif formlarina siki bir
sekilde, 1:1 oraninda baglanirlar (9,13,15). TIMP’larin
desidual hiicreler tarafindan in vitro ve in vivo (16)
salgilandiklar gosterilmistir. Insan EVT hiicrelerinin de in
vivo TIMP’lar1 salgiladiklart rapor edilmistir (17).
Huppertz ve ark. (6) matriks metalloproteinazlarinin ve
inhibitorlerinin EVT hiicrelerince salgilandiklarini  ve
farklilasma rotalar1 boyunca ekstraselliiler matriks ile
spesifik iligkilerinin oldugunu gostermislerdir. Matriks-tip
fibrinoidindeki bazal lamina benzeri yamalarin MMP-1, -3,
-9 ve TIMP-1 ile reaktivite verdikleri; amorf madde
benzeri yamalarin TIMP-1, -2 ve MMP-9 ile pozitif
olduklar1 bildirilmistir. Ince fibriler agims1 yamalarda ise
MMP-2, -3 ve -9 immiinopozitivite vermis, MMP-2 ve -3
reaktivitesinin onkofetal ve selliiler fibronektinlerce pozitif

Tablo 1. Degisik tarihlerde klonlanmis, genetik sifreleri ¢oziilmiis bilinen bazi MMP ailesini toplu halde gosteren tablo.
Substrat1 bilinmeyenler (?) ile, kolonlanmasi tartisilanlar da (*) ile belirtildi.

Subgrup Isimlendirme

Substrat

Kollajenazlar

-MMP-1 (interstisyel kollajenaz, vertebra
kollajenazi, fibroblast kollajenazi)

-MMP-8 (PMN kollajenazi)
-MMP-13 (kollajenaz-3)

Tiimor ilintili kollajenaz*

-Cogunlukla fibriler kollajenler L, I, III, VII,
X, jelatin

-Kollajen, I, II, III, aggrekan kor proteini

-Kollajen I
-?

Jelatinazlar -MMP-2 (jelatinaz A, 72kD tip IV kollajenaz,  -Jelatin L, II, III, kollajen IV**, V, VII, X,
tip IV kollajenaz fibronektin, entaktin
MMP-9 (jelatinaz B, 92kD tip IV kollajenaz, Jelatin I & V, kollajen IV & V
tip V kollajenaz)
Stromelizin MMP-3 (stromelizin-1, transin, -Fibronektin, laminin, entaktin (?), kollajen
proteoglikonaz, prokollajenaz aktivatorii) I, 1V, V, IX, jelatin L, 11, IV, V,
MMP-10 (stromelizin-2, transin-2) proteoglikan baglaylgl proten}, VMMP-I ve -9
proformlari, prokollajen peptidi
MMP-7 (matrilizi
(matrilizin) Kollajen IIL, IV, V, jelatin, L, IIL, IV, V,
fibronektin, proteoglikan
Jelatin I, II1, TV, V, fibronektin, proteoglikan,
prokollajenaz
Elastazlar MMP-12 (metalloelastaz***) Entaktin
RXKR membrana baglanan MT-MMP-1 (MMP-14) -MMP-2 proformu

MT-MMP-2, MT-MMP-3###%

-7.-2
Iy -t

RXKR salgilanan

MMP-11 (stromelysin-3)

Alfa-1-antitripsin
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fibronektinlere sinirli oldugu gosterilmistir. Fibrin-tip
fibrinoidinin ise sadece MMP-3 ve -9 ile pozitif olduklar
yine ayni ¢calismada bildirilmistir (6).

Amacg
Bu caligmada bir tiimor matriksi olan ve EVT
hiicrelerince salgilanan matriks-tip fibrinoidi ile fetal ve
maternal kokenli diger plasental matriksler arasindaki
farklarin ortaya konmasi amaclandi. Bu farklar; trofoblast
migrasyonu ve farklilasmasindaki muhtemel rolleri
nedeniyle trofoblast invazyonu esnasinda matriks
diizenlenmesinde yine muhtemel rolleri nedeniyle matriks
metalloproteinazlart (MMP-2, MMP-3, MMP-9) ile
sinirlandi. Bu proteinlerin biyokimyasal izolasyonlar1 ve
piirifikasyonlarinda kullanilan ydntemler sonucu elde
edilen  verilerin  anlamliliklart  spesifite  acisindan
tartigilarak, literatiirde rapor edilen sonuclarin gercegi ne

olciide yansittiklart yorumlandi.

Materyal ve Metodlar
Dokularin Hazirlanmast

Vajinal dogum veya sezaryanla sona ermis
hamileliklerden elde edilen plasentalar (n=12) kullanildi.
Buz iizerinde laboratuvara transfer edilen organdan 5-10
g’lik doku ornekleri farkli bolgelerden alindi (Sekil 1a, b).
Dokularin bir kismi immiinohistokimyasal reaksiyonlar
icin parafin ve kriyostat kesitler i¢in uygun rutin
protokoller takip edilerek hazirlanirken, bir kismu da
biyokimyasal analizler i¢in ayrildi ve uygun metodolojik
protokoller uygulandi (18). Biyokimyasal analizler i¢in
ayrilan doku ornekleri daha sonra tampon igerisinde (PBS,

Ayse Yasemin DEMIR

pH 7.4, %S5 siikroz) siv1 nitrojende dondurularak deneylerin
baslangicina kadar -35°C’de saklandi.

Ekstraksiyonlar

Plasental doku orneklerinden matriks
komponentlerinin ekstraksiyonu buz iizerinde ve diyaliz
asamasina kadar proteaz inhibitorlerinin varliginda

uygulandi. Protokoliin isleyisi Tablo 2’de verilmistir.

Birbirini izleyen ekstraksiyon basamaklari sayesinde
aktif MMP’lerin  polimerize  durumdaki  matriks
komponentleri  ekstrakte edilebildi. Farkli tamponlar
sayesinde farkli Ozellikler tasiyan proteinler birbirinden
ayrilabildi. Farkli tampon soliisyonlarinin islem basamaklari
Tablo 2’de belirtilmistir. Protein tayini, jelatin-agaroz
kolonu, sodyum dodesil siilfat (SDS)-poliakrilamid jel
elektroforezi (PAGE) ve Western-Blot, Jelatin substrath
natiirel SDS-PAGE (Zimografi) teknikleri uygulandi (18).

Sonuclar
Farkli plasental bolgelerde hazirlanmis seri kesitler
farkli antikorla matriks metalloproteinazlarina (MMP-2, -3,
-9) kars1 antikorlar ile boyanarak reaksiyonlar belirlendi.
Ayrica, bu deneylerin reaksiyon derecelerini ifade eden
semikantitatif sonuglar toplu olarak Tablo 3’de gosterildi.

Matriks Metalloproteinazlart (MMP-2 ve MMP-
9’nin proaktif ve aktif formlary)

MMP’nin aktivitesi elde edilen siipernatantlarda
zimografi yardimu ile belirlendi. Ilk ii¢ ile bes siipernatant
belirgin metalloproteinaz  aktivitesi gosterirken, son
basamakta elde edilen siipernatant daha farkli bir sonug
verdi. Sonug olarak farkli molekiiler agirliga sahip olan pro

Tablo 2. Farkl: fetal membranlar ile plasental dokularin ekstraksiyonu sirasinda uygulanan asamalar1 gosteren islemler

cizelgesi
Basamaklar Soliisyonlar Kosullar
Doku 6rneklerinin ¢oziilmesi PBS, pH 7.4, %S5 siikroz Oda sicaklig1
Santrifiigasyon 1000 xg, 15 dakika, 40C
Komple homojenizasyon Lizis tamponu 5 ml/g pellet
Santrifiigasyon 20000 xg, 1 saat, 40C
Peletin restispansiyonu Yikama tamponu 6-10 ml/g pellet
Santrifiigasyon 20000 xg, 1 saat, 40C

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

Pelletin resiispansiyonu
Inkiibasyon
Santrifigasyon

Siipernatantlarin dializi PBS,pH 7.4

Ekstraksiyon tamponu

4-8 ml/g pellet

20000 xg, 30 dakika, 40C
6-10 ml/g pellet

10 dakika, oda sicakligi
50000 xg, 90 dakika, 40C
Gece boyunca, 40C

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

Lizis tamponu:
Yikama tamponu:
Ekstraksiyon tamponu:

100mM Tris-maleyik asid, pH 6.8, 5SmM EDTA, SmM DTT
Lizis tamponuna ek olarak %?2 Triton X-100
SmM EDTA, 5mM DTT, 10mM etilmaleimid

Tiim siipernatantlar santrifiigasyon basamagindan sonra toplandi ve -35°C’de saklandi.

T Klin J Med Sci 2002, 22
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Tablo 3. Farkli plasental bolgelere uygulanan MMP-1, MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 antikorlarla elde edilen
immiinmoreaktivitelerin semikantitatif olarak belirlenmesi. Degerlendirme islem: +/-: zayif reaksiyon, +: pozitif reaksiyon, ++:
belirgin reaksiyon, ~: diizensiz reaktivite, *: belirlenmedi olarak yapildi. 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: capa villuslar, k¢: kiigiik kalibrasyondaki villuslar, by: biiyiik
kalibrasyondaki villuslar, s: stroma, tk: trofoblastik kabuk, bya: biiyiik arter duvarlari).

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
MMP-1 +/- * +/- + + ++ + + + * * * + + +
MMP-2 +/- * +/- + + ++ + + + * * * + + +
MMP-3 +/- * ++ + + ++ + + + * * * + * +
MMP-9 +/- * ++ + + ++ + + + * * * + + *
ve aktif formlar birbirlerinden ayrilarak analiz Aymi  Plasental Bilgeden Elde Edilen Farkh
edilebilmektedir. Siipernatantlardaki ~ Matriks ~ Metalloproteinazlarin

Dansitometrik analizler esnasindaki hesaplamalar tiim
ekstraktlarda MMP-2’in aktif formunun ve MMP-9’un
proformunun belirgin bir sekilde tespit edilebildigini, diger
taraftan MMP-2’nin proformunun ve MMP-9’un aktif
formunun daha zor gozlenebildigini ortaya koydu.
Dolayisiyla kiyaslamalar MMP-2’nin aktif formu ve
MMP-9’un pro formu dikkate alinarak yapildi.

Farkli Plasental Bolgelerde Belirlenen Matriks
Metalloproteinazlar

Farkli  bolgelerden edilmis MMP'm
karsilastirabilmek  i¢in  tiim  ekstraksiyonlarmm  ilk
siipernatant1 bir jele uygulandi ve bu jel iizerinde ortak
olarak degerlendirildi. Zimogramlardaki metalloproteinaz
aktivitesi (Sekil 2A-C); jeldeki jelatinin enzimatik olarak
sindirilmesi ve bu bolgelerdeki jelin boya ile
goriintiilenmesi esnasinda boya almayan bolgeler olarak
kendisini gostermesi ile belirlendi. Hesaplanan degerlerin
ters g¢evrilmesi ile pozitif yogunluklarin ortalamasi elde
edilmis olup bu degerler direkt olarak jeldeki MMP
aktivitesi korele idi (Tablo 4).

izole

MMP-2’nin aktif formunun verdigi yogunluklar en
yiiksek olarak koryon leve ve desiduada tespit edildi. Bazal
plak, Nitabuch’un fibrinoidi ve villus dokusunda ise
ekstrakte edilebilen MMP-2 igerigi az Once belirtilen
bolgelerle kiyaslaninca oldukga kisir bulundu (Tablo 4).

MMP-9’in proformu Nitabuch’un fibrinoidinde diger
bolgelerle kiyasla en yiiksek degerde saptandi. Nitabuch’un
fibrinoidinde tespit edilin yogunluk maksimal deger olup
%100’e ¢evrildiginde diger bolgelerden tespit edilen
degerler %20’nin altinda ve birbirlerine oldukca yakin
degerlerde seyrettiler (Tablo 4). Bu analizlerin istisnasi
gobek kordonu olup hemen hemen hi¢c MMP-9 aktivitesi
tespit edilemedi.
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(MMP-2 ve MMP-9) Aktivitesi

Bu deneylerde bir ekstraksiyon esnasindaki farkli
siipernatantlar ayni jel {izerinde ayrildi ve kiyaslamalar bu
jel tzerinde yapildi. Elde edilen degerler yogunluk
hesaplamalarindaki farkliliklar nedeni ile birbiri aralarinda
kiyaslanamamaktadir. MMP-2’nin aktif formu farkli
oranlarda ekstrakte edilebildi. Ornegin, koryon levede her
lic siipernatantta hemen hemen ayni miktarda iken (Sekil
2A), Nitabuch’un fibrinoidinde ilk siipernatantta en fazla
aktivite gozlendi. Villus dokusundan yapilan ekstraksiyon
sirasinda daha farkli bir tablo gozlendi.

MMP-9’un proformunda her li¢ bolgede uygulanan
ekstraksiyon asamalarinda benzer bir egilim gozlendi; ilk
siipernatantlar  en miktardaki aktivitesi
siipernatant sayisinin artmasina paralel olarak artti. Bu
egilim, koryon leve (Sekil 2A), Nitabuch’un fibrinoidi
(Sekil 2B) ama 6zellikle villus dokusundan (Sekil 2C) elde
edilen ekstraktlar i¢in gecerli idi.

az enzim

Tartisma
Hamilelik sirasinda endometriyumda meydana gelen
biiylik miktarlardaki bag dokusu degradasyonu ve
anjiyogenez derecesi, metalloproteinazlari ve inhibitorleri

arasindaki dengenin degismesine baghdir. Ozellikle
MMP’nin  trofoblast bilytimesi ile iligkili oldugu
gosterilmistir (19). Trofoblast hiicrelerinin

metalloproteinazlart sekrete ettikleri bilinmektedir; MMP-
1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MT-
MMP-1 (20-22).

Amniyon epitelinin ve mezoderminin MMP-2, -3 ve -
9 ile immiinreaktif olduklarin1 gosteren bu calismanin

sonuglar1 daha onceki c¢alismalarla paraleldir (23).
Amniyon ekstraktlarindaki aktif MMP-2 ve pro-MMP-9
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Sekil 2. Aymi plasental bolgelerden yapilan ekstraksiyon sirasinda
farkli siipernatantlardaki sirasiyla MMP-2’nin aktif formunun ve
MMP-9’un proformunun jelatinolitik aktivitesinin gosterimi (A):
koryon leve, (B): Nitabuch’un fibrinoidi, (C): Villus dokusu.

varligi zimogramlarda belirlenmistir. Dogum sonrasi fetal
membranlardan hazirlanan ekstraktlarda MMP-2 ve MMP-
9 aktivitesinin oldugu ve dogumla beraber bu proteinin
arttigini gostermislerdir (18). Ayrica, amniyonik mezenkim
hiicrelerinin TIMP-1 i¢in primer kaynak oldugu (23) ve
amniyonik epitel ile beraber mezenkim hiicrelerinin
potansiyel olarak TIMP-2 iirettikleri rapor edilmistir (23).
Tiim bu kaynak bilgiler kadar bu ¢alismanin sonuglar1 da
MMP’nin dogum esnasinda amniyonda degradatif yollarin
aktivasyonunda ©Onemli roller oynadiklarini ortaya
koymaktadir.
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Bazal plakta plasentanin tutunmasina katki yapan
capa villuslarin stromasi, trofoblastik hiicre kolonlari, daha
derin bolgelerdeki EVT ve desidua hiicreleri MMP-2, -3 ve
-9 antikorlan ile pozitif reaksiyon vermistir. Ayrica, bazal
plak ekstraktlarinda diger ekstraktlara kiyasla aktif MMP-2
ve pro-MMP-9 zayif sinyaller halinde belirlenmistir.

Ayrica Huppertz ve ark. (6) termdeki plasentalarda,
hiicre kolonlarindaki ve EVT’nin cevresindeki matriks ile
beraber MMP-2, MMP-3 ve MMP-9 antikorlarn ile
immiinoreaktif oldugunu ve MMP-2 reaktivitesinin
desidual hiicrelerde de oldugunu gostermislerdir.

Ayrica, diger baz1 ¢alismalarda, MMP-2 ve MMP-9
ve MT-MMP-1 (pro-MMP-2  aktivatorii)  hiicre
kolonlarindaki EVT’nde ve erken hamilelikteki plasental
yatak desidual hiicrelerinde de in situ hibridizasyon ve
immiinohistokimyasal olarak gosterilmistir (11,20). Ancak,
MMP-2 ve MT-MMP-1 ekspresyonu, desiduadaki invazif
EVT’'nde terme kadar siirerken, MMP-9 ile yapilan
deneyler  yukarida  belirtilen  kaynak  bilgileri
desteklemektedir. Ayrica, TIMP-1, TIMP-2 ve TIMP-3
maternal desidual hiicrelerce de sekrete edildikleri
gosterilmistir.  Ozellikle TIMP-1 mRNA’s1  desidual
hiicrelerde 3. trimesterde, 1. trimestere kiyasla, daha fazla
miktarlarda bulunmustur (11,16,17). Desidua hiicrelerinin
yanisira EVT’de TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 sekrete
etmektedir (6).

Koryonik mezoderm ve koryonik plaktaki EVT’de
yapilan immiinohistokimya da her iic MMP antikoru
(MMP-2, -3, -9) ile pozitif sonu¢ vermistir. Ozellikle
EVT’nin sitoplazmalar1 ve ekstraselliiler matrikslerinde
immiinoreaktivite belirgin olup, daha oOnceki bulgularla
uyumludur (6,11,20).

Koryonik plak ekstraktlarindan yapilan
zimografilerde aktif MMP-2 olduk¢a belirgin olup, pro-
MMP-9 az ¢ok goriilebilir durumda idi. Bu sonuglardan
yola ¢ikarak immiinohistokimyada bulunan reaktivitelerin
MMP-2’nin aktif formu ile MMP-9’un proformuna aittir.
MMP-3’tin aktif ve proformlar1 hakkinda spekiilasyon
yapmak negatif kazein zimografileri nedeni ile oldukca
zordur.

Desidual hiicreler MMP-2, -3 ve -9’un pro ve aktif
formlar1 ile immiinoreaktivite vermekte ve hamile
endometriyumunun  MMP-2, -3 ve -9 iirettigini
gostermektedir (20). Buna karsin Qin ve ark. (23) fetal
membranlardaki desiduanin MMP-3 ile pozitif olmadigini
rapor etmislerdir. Calismamizda hazirlanan desidual
ekstraktlarda hem aktif MMP-2 hem de pro-MMP-9
belirlenmistir. Pro-MMP-2 ve aktif MMP-9 daha diisiik
seviyelerde idi.

Diger taraftan, desiduada TIMP’lerin dagilimi ve
gorevleri tartisilmigtir (11,23,24). Daha 6zel olarak TIMP-
2 ve TIMP-3 (16) desiduada lokalize olurlarken, TIMP-
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Tablo 4. Farkl ekstraktlardan yapilan farkl siipernatantlardaki MMP-2 (aktif formu) ve MMP-9 (proform) aktivitelerinin
kiyaslanmasi. Siipernatantlarin hepsi (L veya Y-1 veya Y-2) ayn1 zimogramda ayristirildigi icin hesap edilen degerlerin
birbirleri ile kiyaslanmasi1 miimkiin olmaktadir. Bu taloda dikey olarak degerleri kiyaslamak miimkiindiir. Degerler triple
Olctimler sonucunda elde edilmis ortalamalardir. Siipernatantlarin elde edilmesinde kullanilan tamponlar soyledir; L: Lizis
tamponu ile elde edilmis siipernatant, Y: Yikama tamponu ile elde edilmis siipernatantlar, L*: Yikama tamponundan sonra
tekrar lizis tamponu ile yapilan uygulamadan elde edilen siipernatant.

MMP-2"nin aktif formu

MMP-9’un proformu

L Y-1 Y-2 L Y-1 Y-2
Amniyon 4.58 7.87 3.69 0.83 1.35 0.58
Bazal plak 3.24 1.68 3.11 1.20 1.27 3.19
Koryonik plak 3.57 7.21 12.95 1.18 1.84 3.35
Desidua 9.22 10.26 17.86 2.15 3.44 3.38
Koryon leve 7.22 8.74 18.93 0.93 2.09 3.25
Nitabuch’un 3.96 2.99 3.84 8.42 17.82 36.25
fibrinoidi
Gobek kordonu 4.27 7.19 16.19 0.01 0.01 0.01
Villus dokusu 0.63 2.80 1.89 0.71 0.97 1.32

I’in belirlenemeyecek olciilerde oldugu ileri siiriilmiistiir Matriks metalloproteinazlari (MMP-2, -3, -9) ve

(23). Son raporun tersi olarak bazi arastirmacilar (24)
TIMP-1’in term desiduada dramatik olarak arttigini
gostermislerdir. Desidual hiicrelerce metalloproteinazlarin
ve inhibitorlerinin eksprese edilip salgilanmasi bu hiicreler
ile EVT arasinda muhtemel bir kooperasyon oldugunu
gostermektedir. Sadece invazyon gosteren trofoblast
hiicrelerinin degil de invaze edilen dokunun da
metalloproteinazlart eksprese ettigi paradoksal goriinse de
plasentasyonda anahtar rol oynadigi bilinmektedir (25).

Aktif dogum esnasinda dogumdan hemen énce MMP-
3 ve MMP-9 gen seviyelerinin belirgin bir sekilde
yiikseldigi, spontan dogumun hemen ardindan tPA ve
TIMP-1 mRNA’smin belirgin olarak arttigi ve koryon-
desidua birlesim bolgesinde MMP-1 ve MMP-2 genlerinin
marjinal olarak arttig1 gosterilmistir (25,26). Koryon leve
trofoblastinda MMP-9 mRNA’s1 ve proteini, koryonik
matrikste MMP-3 ve (23,27), TIMP-1 ile
immiinoreaktiviteler bildirilmistir.

Ekstraktlarimizda koryon levede yapilan zimogramlar
aktif MMP-2 belirgin bir sekilde gosterilebilirken, pro-
MMP-9 ve aktif-MMP-9 daha disiik seviyelerde
belirlenebilmistir. Bu sonuglarimiz 6nce bildirilenlerle ayni
paralellikte degildir.

Huppertz ve ark. (6) Nitabuch’un fibrinoidinin MMP-
3 ve MMP-9 antikorlar1 ile immiinoreaktif oldugunu
gostermistir. Diger taraftan sitotrofoblastca MMP-9
sentezini gelisimsel olarak regiile edildigi ve hamilelik
sirasinda azaldigr gosterilmistir. Ayrica zimogramlardan
elde edilen sonuglar aktif-MMP-2 aktivitesinin ¢ok
dominant oldugunu gosteritken, MMP-9  aktivitesi
ekstratlarda tespit edilememistir.
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inhibitorlerinin (TIMP-1, -2, -3) hem yiizen hem de kok
villide varligr bildirilmistir (11). Polette ve ark. (20) ve
Nawrocki ve ark. (11) 3. trimester yiizen (floating) villide
MMP-2 ve MMP-9’un yanisira TIMP-1, -2, -3
ekspresyonunu rapor etmiglerdir. Bu arastirmalara gore,
MMP-2, TIMP-1 ve TIMP-3 \villuslarin stromal
komponentlerinde lokalize olmuslarken, TIMP-2
villuslardaki trofoblast hiicrelerinde yaygindir. Ayrica, yine
bu caligmalarda, 1. trimesterdeki yiizen villi trofoblast
hiicrelerinde MMP-9 sinyali belirlenebilirken, 3. trimester
trofoblast hiicrelerinde bu ekspresyonun ortadan kalktigi
bildirilmistir.

Sunulan calismanin sonuclarinda, villus stromasinda
onceki raporlara paralel olarak MMP-2, -3, -9 reaktiviteleri
belirlenmistir. Ancak, termdeki villuslarda MMP-9 varlig1
bizim caligmamizda gosterilememistir. Benzer sekilde,
villuslardan hazirlanan ekstraksiyonlarda da aktif MMP-2
ve pro MMP-9 aktivitesi diigiik sinyaller vermistir. Bu
sonuglarimizla yukarida belirtilen verileri ayni paralellik
icinde paylasmak pek miimkiin gériinmemektedir.

Bunlara ek olarak, daha onceki c¢aligmalar, villus
sinsisyotrofoblastinda diger matriks metalloproteinaz ailesi
iiyelerinin (MMP-1, MMP-11) ve serin proteaz sisteminin
(uPA, PAI-1 ve -2) varligim1 gostermistir (19). Ayrica,
metalloproteinazlarla birlikte, maternal ve fetal kan
degisimi sirasinda solute transferini azaltacak olan asiri
diizeylerde perivilloz fibrin depolanmasinin
engellenmesinde de muhtemelen rol oynayabilecegi
kanaatini vermektedir.

Bu arastirmanin sonuglari, MMP’larin TIMP’ler ile
birlikte villus organizasyonunda, gelismesinde,
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matiirasyonunda ve ekstraselliiler matriks diizenlenmesinde
onemli roller oynadigini ortaya koymaktadir.
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