PREEKLAMPSI HASTALARININ PLASENTALARINDA IMMUNOHISTOKIMY A
METODU ILE VEGF, EGF-R VE TGF-o. BAKISI

Teksin CIRPANLI*, Fuat AKERCAN, Mustafa Cosan TEREK*, Hasan Tayfun OZCAKIR**,
Giilsen GIRAY*#*, Sermet SAGOL*, Nedim KARADADAS*

* Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dal1, izmir
** Celal Bayar Universitesi T1p Fakiiltresi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali, Manisa

*#%%* Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltresi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, Manisa

OZET

Amag: Preeklamptik hastalarin plasentalarinda, immiinohistokimyasal boyama yontemi ile, vaskiiler endotelial biiyiime faktorii
(VEGF), epidermal biiyiime faktorii receptorii (EGF-R) ve transforming biiyiime faktorii alfa’nin (TGF-0) arastirilmasi.
Planlama: Prospektif vaka kontrol ¢calismasu.

Gereg ve Yontem: Calisma grubuna 10 preeklamptik vaka ve kontrol grubuna da 10 normal gebelik vakasi dahil edildi. Vakalardan
sezaryen dogum esnasinda plasenta biyopsileri alindi. Biyopsi orneklerinde, avidin-biotin-peroksidaz immiinohistokimyasal yontem
ile 151k mikroskopu altinda, VEGF, EGF-R ve TGF-o. dagilimi arastirildi. Boyanma yogunlugu semikantitatif olarak derecelendirildi
ve gruplari bilmeyen 2 histolog tarafindan H-skorlart hesaplandh.

Sonuglar: Preeklamptik hastalarin plasentalarinda VEGF, EGF-R ve TGF-o. ekspresyonu anlamli olarak daha yiiksek bulundu
(swraswyla; 271.2+22.65 versus 201.9+12.33, p=0.000; 186.3+4.98 versus 150.3£5.7, p=0.000; 185.1+7.48 versus 169.2+6.19,
p=0.000).

Yorum: Preeklamptik hastalarin plasentalarinda VEGF, EGF-R ve TGF-Eo ekspresyonu anlamh olarak yiiksekdir.

Anahtar kelimeler: EGF-R, plasenta, preeklampsi, TGF-ALFA, VEGF
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SUMMARY

Evaluation Of VEGF, EGF-R AND TGF-o In Placenta Of Pregnancies With Preeclampsia By

Immunohistochemistry

Objective: The aim of the study is to determine VEGF, EGFR and TGF-o. with the immunohistochemical staining in placenta
biopsies of patients with preeclampsia.

Design: Prospective case control study.

Materials and Methods: Biopsies from the placenta were obtained from ten patients with preeclapmsia and ten patients of control
group during the cesarean section. Placenta biopsies were examined for VEGF, EGF-R and TGF-o. distribution with avidin-biotin-
peroxidase immunohistochemistry. The staining intensities were graded semi-quantitatively by the two histologists who were
blinded to the groups and the H-score was calculated by light microscopic examination.

Results: The VEGF, EGFR and TGF-o. expression was significantly higher in placenta biopsies of preeclamptic patient compared
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Preeklampsi hastalarinin plasentalarinda immiinohistokimya metodu ile VEGF, EGF-R ve TGF-o. bakisi

to controls (271.2+22.65 versus 201.9+12.33, p=0.000; 186.3+4.98 versus 150.3+5.7, p=0.000; 185.1+7.48 versus 169.2+6.19,

p=0.000; respectively).

Conclusion: Immunostaining of VEGF, EGF-R and TGF-o. is significantly higher in placenta biopsies in patients with preeclampsia.
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GIRIS

Preeklampsi, fetal ve maternal morbiditeye neden olan major
sebeplerden biridir(D. Gebelige bagl olusan bir multisistem
hastaligidir ve en etkin tedavi yontemi dogumdur. Hastaligin
patofizyolojisi halen tam olarak anlagitlamamugtir®.
Bagarili bir gestasyon igin implantasyon ve plasentasyon
sirasindaki damar gelisimi ¢cok nemlidir; plasentasyon
sirasindaki vaskiiler yetmezlik cesitli obstetrik
komplikasyonlara neden olmaktadir. Bunun yaninda
plasenta anjiogenezinin regulasyonu hakkinda bildiklerimiz
¢ok azdir®, Maternal dolagim ile plasental dolasim
arasindaki bariyer gestasyonun 8-12. haftalarinda  plasental
yataktaki uteroplasental spiral arterlerin ekstravilloz
trofoblastlar (EVT) tarafindan invazyonu ile yavas yavas
bozulur. Plasental oksijen basinci artar ve anjiogenezisde
dallanma faz1 24. haftaya kadar devam eder. Bundan sonra
dallanmanin olmadig1 faza gecilir ve bu fazda yiiksek
akimh diisiik rezistansli fetal-plasental sirkiilasyon ve hizli
fetal biiylime icin gerekli olan terminal villuslar olusur.
EVT’1n uteroplasental spiral arterleri invaze etmedeki
yetersizligi sonucunda plasental iskemi, preeklampsi gibi
obstetrik kompli-kasyonlar gelisir. Plasental villuslarda
siklikla anjiogenezisin dallanma fazinin devam ettigini
gosteren bulgular mevcutdur. Bu yapisal degisiklikler
hipoksi sonucu aktive olan VEGF’e bagli olabilir(+-5),
Sorunlu gebeliklerde artnus VEGF-A ve VEGF-R1 mRNA
diizeyleri plasentadaki hipoksiyi yansitir®. VEGF, EGF
ve TGF gibi anjogenik biiyiime faktorleri plasenta tarafindan
iiretilmektedir. VEGF anjiogenezisin uyarilmasinda major
rol oynar ve VEGF gen ekspreyonu igin hipoksi potent bir
stimulat6rdiir®?), Bu ¢ahismanmn amact normotansif gebeler
ile preeklampsili gebelerin plasenta biyopsilerinde VEGF,
EGF-R ve TGF-o'nin immunohistokimyasal boyama

yontemi ile dagilimimin karsilagtirilmasidir.

GEREC ve YONTEM

Caligma ve kontrol grubu, Ege Universitesi Tip

Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum bdliimiine
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bagvuran ve yazili onam alinan hastalardan olusmustur.
Biyopsiler calisma (n: 10) ve kontrol grubundan (n:
10) sezaryen dogum sirasinda alinmustir.
Kan basinci, en az 6 saat, sistolik >140 mmHg ve diastolik
>90 mmHg olan ve proteiniirisi >300mg/dl/24 saat olan
ya da dipstik yontemi ile iki kez 2+ bulunan ve daha
once hipertansiyon, renal hastalik ve diabet hikayesi
olmayan hastalar preeklampsi olarak kabul edildi. Caliyma
grubunda ACOG kriterlerine gore agir preeklampsi hastast
mevcut degildi ve tan1 sonrast oral antihipertansif (alfa-
metil dopa) ve magnezyum siilfat tedavisine baslandi.
Her iki grupta da cogul gebelik mevcut degildi. Sezaryen
dogum endikasyonlart: fetal distres (n:3), bas-pelvis
uygunsuzlugu (n:3), servikal distosi (n:3), miikerrer
sezaryen (n:5), makat presentasyon (n:3), transvers situs
(n:1), plasenta previa (n:2) idi.
Plasenta biyopsilerinde avidin-biyotin-peroksidaz
immunohistokimyasal yontemi ile VEGF, EGF-R ve
TGF-o dagilimi aragtirildi. Biyopsiler formol soliisyonunda
maksimum 24-48 saat fikse edildi. Ornekler su ile yikand
ve strastyla %60, 70, 80, 90, 100’liik etanol soliis-yonlarina
maruz birakildi 1slatilmigtir. Daha sonra bunlar 90 dk
xylen soliisyonunda bekletildi ve 60°C’de parafine
yerlestirildi. Histokimyasal ve immunohisto-kimyasal
boyama i¢in 5 um’lik kesitler hazirlandi. Histolojik
inceleme icin hematoksilen —eozin (H&E) boyasi
kullanildi. Immunhistokimyasal boyama icin rnekler ilk
olarak 60°C’de bir gece ve sonra xylen icinde 30 dk
inkube edildi. Seri etanol konsantras-yonlarinda (%95,
80, 70, 60) yikanan ornekler daha sonra tekrar distile su
ve fosfatli tamponize salin (PBS) ile 10 dk yikandi.
9%2’lik tripsinde 37°C’de 15 dk bekletilen drnekler, PBS
ile 3 kez 5’er dk siireyle yikandi. Kesitlerin sinirlart Dako
pen ile belirlendi (Dako, Glostrup, Denmark) ve %3’liik
H202 solusyonunda 15 dk endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek i¢in inkube edildi. Sonra kesitler PBS
ile yikanarak, +4°C’de, bir gece, primer antikorlar ile
VEGF 1/200 diliisyon (Santacruz-sc-7269, CA), TGF-
o Ab-1 1/100 diliisyon (Neomarkers-MS-670-P1, CA)
ve EGF Ab-10 1/100 diliisyonda (Neomarkers-MS-378-
P1, CA) inkube edildi. PBS ile 3 kez 5’er dk yikandiktan
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sonra biotinli IgG ile inkube ve sonrasinda streptavidin
—peroksidaz ile konjuge edildi (Zymed 85-9042, Lot no:
20570999, CA). PBS ile tekrar 3 kez 5’er dk yikamadan
sonra, immunoreaktiviteyi saptamak icin kesitler 5 dk
stire ile diaminobenzidin (DAB; Zymed 00-2020, Lot =
21074104,CA) ve sonrasinda Mayer’s hematoksilin ile
inkube edildi. Kesitler 151tk mikroskopunda (x40) incelendi
(Olympus, Tokyo, Japan). Kontrol 6reklerine de, primer
antikor basamagi disinda, ayni islemler uygulandi.
Immiin boyama yapilan plasenta 6rnekleri, bunlarin
hangi grup hastaya ait oldugunu bilmeyen, 2 histolog
tarafindan incelendi. Lamlar, plasenta biyopsilerinin
VEGF, EGF-R ve TGF-o boyamasi olan bolgelerini
saptamak icin 151k mikroskopunda kiiciik biiyiitmede
(x4 objektif) degerlendirildi. Rasgele se¢ilen bes alanda
boyanma derecesi skorlamas1 yapildi ve skoru en
yiiksek olan alan tespit edildi. Her iki grup iginde, her
X40 biiyiitme alaninda en az 100 hiicre isaretlendi.
Kesitlerde, boyanan hiicrelerin yiizdesi ve boyanma
derecesinin kriter olarak alindigi semikantitatif bir
yontemle, skorlama yapildi. Boyanma derecesi: 0
(boyanma yok), +1(zayif boyanma), +2 (orta boyanma),
+3 (giiclii boyanma) olarak degerlendirildi. Her kesit
icin immiinohistokimyasal boyanma skorlamasi, H-
SCORE ad1 verilen ve (I x PC), (I: boyanmanin derecesi,
PC: her derecede boyanan hiicrelerin yiizdesi) formiiliiyle
hesaplanan bir skorlama algoritmasi kullanilarak yapildi.
Datalar ortalama + standart deviasyon olarak ifade
edildi. Gruplar aras1 farklilik Mann-Whitney U testi
ile analiz edildi. Pearson korelasyon analizi kullanildi.
Istatistiksel analiz icin, Statistical Package for Social
Sciences (SPSS) Version 10.0 for Windows (SPSS
Inc, USA) adli bilgisayar programi kullanilds, (p<0.05,
istatistiksel olarak anlamli kabule dildi).

SONUCLAR

Gruplarin demografik verileri, 1. ve 5. dk. Apgar skorlari,
bebeklerin dogum ve plasenta agirliklar1 Tablo I’de
ozetlendi. Preeklampsi grubunda 4 hasta (%40) ve
kontrol grubunda 7 hasta (%70) nullipar idi.
Preeklampsi ile kontrol grubu karsilastirildiginda,
preeklampsi grubunda VEGF, EGF-R ve TGF-a
ekspresyonu anlamli olarak yiiksek saptandi, (sirast
ile; 271.222.65/201.912.33, p=0.000; 186.34.98 /
150.35.7, p=0.000; 185.17.48 / 169.26.19, p=0.000),
(Tablo II).
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Tablo I : Hastalarin demografik verileri

Kontrol Preeklampsi p

grubu grubu

(n=10) (n=10)
Yas 29.4%5.7 29.9+6.4 0.70
Gravida 1.5£0.7 1.3£0.69 0.32
Parite 0.6+0.2 0.4£0.1 0.68
Gebelik haftas 37.7£1.3 36.9£2.5 0.34
Dogum agirhgi (g) 30554482 2725+754.38 0.15
Plasenta agirhg (g) 50676 390£112.25 0.06
Apgar skorlar, 1. dk.  8.7+0.4 7.8£1.8 0.60

Apgar skorlar, 5. dk.  9.9+0.3 9.1+£1.247 0.45

Tablo II: Gruplarin VEGF, EGF-R ve TGF- immiinboyanma skorlar:

Kontrol Preeklampsi p
grubu grubu
(n=10) (n=10)
VEGF 201.9+12.3 271.2422.6 0.000
EGF-R 150.345.7 186.3+4.9 0.000
TGF- 169.246.19 185.1+7.48 0.000

VEGF: Vascular endothelial growth factor, EGF-R: Epidermal growth factor
receptor, TGF-: Transforming growth factor alpha

Isik mikroskobu ile degerlendirildiginde, her iki grubun
plasenta biyopsilerinde de villus dokusu tespit edildi.
Her villus en dista sinsityal tabaka, ortada sitotrofoblast
ve icte ise mezensim tarafindan desteklenen fetal
kapillerlerden olusmustu. Preeklampsi grubunda bu
3 tabakada da VEGF icin giiclii boyanma tespit edildi,
Figiir: I. Kontrol grubunda hem en distaki sinsityal
tabakada hem de i¢teki mezensimal boliimde, EGF-
R i¢in, zayif boyanma tespit edildi, Figiir: II. Yine
kontrol grubunda, TGF-o i¢in, en distaki sinsityal
tabakada orta ve icteki mezensimal tabakada zayif

boyanma tespit edildi, Figiir: III.
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Figur I: Preeklamptik hastada VEGF immiinboyama, her villus

en disda sinsityal, ortada sitotrofoblast ve i¢de mezenkimal destekli
fetal kapiller tabakasindan olusmaktadir. Her ii¢ tabakada gii¢lii
VEGF immiinreaktivitesi gostermektedir, (haematoxylin-eosin

boyama, orijinal biiyiitme, 40x).
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Figur II: Kontrol grubunda EGF-R immunboyamasi,; her villus
en disda sinsityal, ortada sitotrofoblast ve i¢de mezenkimal destekli
fetal kapiller tabakasindan olusmaktadir. Sinsityal ve fetal kapiller
tabakasi zayif EGF-R immiinreaktivitesi gostermektedir,

(haematoxylin-eosin boyama, orijinal biiyiitme, 40x).
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Figur III: Kontrol grubunda TGF- immunboyamasi,; her villus
en disda sinsityal, ortada sitotrofoblast ve i¢de mezenkimal destekli
fetal kapiller tabakasindan olusmaktadir. Sinsityal tabaka orta ve
fetal kapiller tabakasi ise zayif TGF- immiinreaktivitesi
gostermektedir,

(haematoxylin-eosin boyama, orijinal biiyiitme, 40x).

TARTISMA

VEGEF gibi anjiogenik biiyiime fakttrlerinin ekspresyonu,
insanlardan elde edilen term sitotrofoblastlarda ve in-
vitro diferansiye sinsityotrofoblastlarda gosterilmistir(®).
VEGF, selektif olarak endotelial hiicreler icin mitojeniktir;
vaskiilogenezis ve anjiogenezisin uyarilmasinda major
rol oynar®-14). Hipoksi VEGF sentezini artiran potent bir
uyaricidir. VEGF sistemi plasental hipoksiye yanit olarak
aktive olur(®.

VEGF ve TGF-o, muhtemelen, uterin arterin yeniden
yapilanmasinda ve gebelik siiresince biiyiiyen plasentada
olan anjiogenezisde gérev alir(!5), VEGF’in varsayilan

diger dnemli bir gorevi de trofoblast invazyonu, proliferasyonu
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ve diferansiyasyonunun regulasyonudur®-16). TGF-a.
ve EGF-R normal plasental sitotrofoblast proliferasyonunu
uyarir(1?), Plasentasyonun erken déneminde dominant
biiyiime faktorii VEGF dir(13),

Normal gebelikte spiral arterlerin trofoblastlar tarafindan
invazyonu ve bunlarin diisiik rezistansli damarlara
doniisimi vardir. Preeklampsi’de ise spiral arter
yataginin trofoblastlarca invazyonunda yetersizlik
vardir, bu da bozulmug uteroplasental perfiizyona neden
olur. Bunun sonucunda maternal dolagima endotelial
disfonsiyon, vazokonstriiksiyon ve hipertansiyondan
sorumlu faktorler salimr(19-20), Bununla birlikde trofoblast
invazyonunu regiile eden bu faktorlerin ne oldugu halen
bilinmemektedir.

Last ve ark. VEGF’in neden oldugu EVT motilitesindeki
artigin trofoblast hiicrelerini desidual invazyona
yonlendiren ilk uyari olabilecegini ve VEGF’in trofoblast
hiicre invazyonunu sinirlandirabilecegini ileri
siirmiiglerdirD).

Preeklampside anormal desidual ve plasental villoz damar
yapis1t mevcutdur. Taylor ve ark. yaptiklari ¢alismada
preeklampside serum plasental biiylime faktorlerinin
azaldigim gostermislerdir??), Plasental biiyiime faktoriiniin
sentezinin azalmasi (PIGF), diger vaskulotropik biiyiime
faktorlerinin de dolaylive dolaysiz etkisiyle beraber
anormal plasental anjiogenezise neden olacagim belirtmis-
lerdir.

Gebelige bagh hipertansif hastaliklarda, normotansif
gebelere gore, maternal serum ya da plazma VEGF
konsantrasyonunun yada immunboyama ile plasental
VEGF’in artti§in1 veya azaldigini belirten ¢aligmalar
mevcutdur(23-33),

Cooper ve ark. preeklampsili gebelerin plasentalarinda
biiytime faktorii ekspresyonunda anormallik saptamiglardir
(34). Bu plasentalarda terminal villuslarda biiyiime ve
diferansiyasyon yetersizligi, fetal kapiller dallanmada
azalma ve bu morfolojik degisikliklere neden olan
VEGF’in diizeylerinde de azalma oldugunu belirtmislerdir.
Sgambati ve ark. VEGF mRNA diizeylerinin, kontrol
grubuna gore, gestasyonel hipertansiyon vakalarinda daha
yiiksek, HELLP sendromunun eslik ettigi preeklampsi
vakalarinda daha diisiik ve preeklampsi vakalarinda ise
benzer diizeylerde oldugunu gostermislerdirS). Sonug
olarak gestasyonel hipertansiyonlu gebelerde VEGF
diizeylerinin artmasinin, kan akimini normal diizeye
getirmek icin olusan bir kompansatuar mekanizma
oldugunu bildirmislerdir. Ayrica preeklampsi ve HELLP

sendromlu gebelerin plasentalarinda zayif VEGF
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immmunboyanma oldugunu saptamislardir. Sonug olarak
preeklampsi ve HELLP sendromu gibi daha ciddi vakalarda
da muhtemel bir kompansatuar mekanizma vardir fakat
immnunhistokimyasal boyama ile gosterildigi gibi
plasentanin bazi boliimleri kompansatuar olarak VEGF
iiretebilmektedir.

Tsatsaris ve ark. gebelige baglh hipertansif hastaliklarda
artmig VEGF-A ve VEGF-R-1 mRNA diizeylerinin
plasental hipoksiyi yansittigini, fakat membran bagh
VEGF-R-1’in preeklampsili gebelerin plasental yataklarnda
diistiigiinii rapor etmislerdir®). Preeklampsi dolasimdaki
diisiik P1GF diizeyi, artan total VEGF-A ve ¢oziinebilen
VEGF-R-1 diizeyleri ile ilskilidir. Serbest VEGF-A
maternal kanda saptanamayacak diizeydedir. Immun-
histokimyasal calismalar VEGF-A ve PIGF’nin
trofoblastik hiicrelerde lokalize oldugunu gostermistir.
Biitiin bunlar preeklampsi ile iligkili 2 farkli patofizyolojik
mekanizma oldugunu diisiindiirmektedir. Birincisi
coziinebilen kompetetif VEGF-R-1 {iretiminin artmasi
ki bu VEGF-A ve PIGF etkilerinin asir1 suprese olmasi
ile sonuclanir. Ikincisi ise plasental yataktaki VEGF-R-
I’in membran bagimli formunun down-regiile olmast
ve bunun sonucunda defektif uteroplasental gelisimdir.
Bu calismaya karsit olarak, Chung ve ark. preeklampsili
gebelerin plasentalarinda, normal gebelerinkine gore,
VEGF ve VEGF-R-1 mRNA ekspresyonunun anlaml
sekilde arttigin1 bulmuslardir(30),

Bu sunulan calismada da immiinboyama ile preeklampsili
gebelerin plasentalarinda anjiogenik biiyiime faktorlerinin
(VEGF, EGF-R ve TGF-0) anlamh olarak azaldig1 saptan-
mistir.

Yaygin obstetrik komplikasyonlar plasental vaskuler
yapida onemli degisiklikler yaparlar. Plasental
vaskularizasyon regulatuar faktorlerin kompleks iligkisine
bagldir. Plasental vaskiiler yetmezliklerin anlasilabilmesi
icin plasental vaskuler gelisim regiilasyonunun agiklanmasi
gerekmektedir.
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