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Preeklamptik ve normotansif plasentalarda VEGF ve Vimentin ekspresyon
diizeylerinin immunohistokimya ve Western Blot yontemleri ile incelenmesi

Examining the expression level of VEGF and vimentin by immunohistochemistry and Western
Blot in preeclamptic and normotensive placentas

Sevgi Irtegiin’, Elif Agacayak?, Engin Deveci’

OZET

Amag: Bu calismada anjiogenezi stimule eden vaskiler
endotel blylime faktéri (VEGF) ve bir mezensimal mar-
kir olan vimentin proteinlerinin preeklamptik ve normo-
tansif plasentalardaki ekspresyon dizeylerini arastirmayi
amagcladik.

Yoéntemler: Calismaya 35-38. haftalardaki dogum son-
rasi plasentalar dahil edildi. 10 adet preeklamptik ve 10
adet normal plasenta kullanildi. %10’ luk formaldehit so-
lisyonuna atilan doku pargalari rutin parafin takiplerinden
sonra histopatolojik olarak incelendi. VEGF ve vimentin
protein dizeyleri Western Blot yontemiyle élgtldi.

Bulgular: Preeklamptik plasentalarda sinsisyal proli-
ferasyonun artmis oldugu izlendi. intravillous sinsityal
dagumler, sinsityal 6dem, kollajen artisi ve damarlarda
endotel hasar gozlendi. Preeklampsi (PE) sonucu pla-
sentadaki VEGF ve vimentin protein dlzeylerinin artis
gOsterdigi gézlendi.

Sonug: Preeklamptik plasenta dokusunda fonksiyonel ol-
mayan VEGF ligandinin reseptoriine baglanamadigi icin
VEGF miktarinin arttigi ve bu durumun yetersiz anjioge-
neze neden oldugu olasidir. Ayrica preeklamptik plasen-
tadaki vimentin artisinin vaskuler permeabilitenin azalma-
sina neden olabilecegi diigtintilmektedir.

Anahtar kelimeler: Preeklampsi, plasenta, VEGF, vi-
mentin

GIRIiS
Preeklampsi (PE) gebelige 6zgii olup gestasyonun

20. haftasindan sonra hipertansiyonun (kan basinci
>140/90) goriildigli bir sendromdur. PE hipertan-

ABSTRACT

Objective: In this study, we aimed to investigate the
expression levels of vascular endothelial growth factor
(VEGF) which stimulates angiogenesis and vimentin, an
intermediate cytoskeleton filaments, in both preeclamptic
and normotensive placentas.

Methods: In this study, placentas after birth in 35-38
weeks were included. Ten preeclamptic placentas and
ten normal placentas were used. Tissue pieces which
had been soaked in 10% formaldehyde solution were
examined histologically after routine paraffin follow. The
expression levels of VEGF and vimentin were measured
by Western Blot.

Results: It was found that syncytial proliferation was in-
creased in preeclamptic placentas. Intervillous syncytial
knots, syncytial edema, collagen increase and vascular
endothelial damage were observed. It was observed that
VEGF and vimentin expression levels were increased as
a result of preeclampsia.

Conclusion: Nonfunctional VEGF which could not bind
to its receptor leading to increased VEGF level may lead
to inadequate angiogenesis in preeclamptic placenta. In
addition, it is thought that an increase in vimentin level in
preeclamptic placenta may cause reduced vascular per-
meability.

Key words: Preeclampsia, placenta, VEGF, vimentin

siyonla birlikte proteiniiri (= 300 mg /24 saat) yada
diger belirti ve semptomlarin (serebral ve goérme
septomlari, pulmoner 6dem, karaciger trans ami-
nazlarinda artig, serum kreatin diizeyinde artis, pla-
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telet sayisinda diisiis) eslik ettigi multisistemik bir
hastaliktir [1,2]. Sistolik kan basincinin 160 mmHg
veya daha fazla ve diastolik kan basincinin ise 110
mmHg veya daha fazla olarak seyretmesi siddetli
PE olarak tanimlar [1].

PE tim gebeliklerin % 3-8’ inde goriiliir ve
maternal ve perinatal morbidite ve mortalitenin ana
sebebidir. PE’ nin etiyolojisi, patogenezi ve patofiz-
yolojisi tam olarak anlagilmamakla beraber, gebe-
ligin erken donemlerinde anormal plasentasyonun
hastaligin olusumunda énemli bir etkiye sahip oldu-
gu bilinmektedir [3,4]. Anormal plasentasyon PE’
nin klinik manifestasyonlarina yol agan endotelyal
disfonksiyona ve maternal inflamatuar yanita neden
olmaktadir [5,6].

Plasenta, trofoblast ve endotel hiicrelerinden
olugmakta, ve maternal ve fetal faktorlerin (gaz ve
besin aligverisi ve atik maddelerin eliminasyonu
gibi) kompleks molekiiler etkilesimlerinin gercek-
lestigi bir yapidir [7,8]. Plasentanin dis tabakasini
olusturan trofoblast, sitotrofoblast denilen i¢ tabaka
ile sinsityotrofoblast denilen dis tabakadan olus-
maktadir [7,8]. Normal hamilelikte sitotrofoblastlar
plasentadan ayrilip uterusa yerlesirler ve uterin du-
varindan spiral arterlere invaze olurlar. Spiral arter-
ler sitotrofoblastlarin invazyonu sonucu plasentanin
yeterince perfiize olabilmesi i¢in gerekli olan fizyo-
lojik ozellikleri kazanmig olur. Preeklamptik has-
talarda sitotrofoblastlarin yetersiz migrasyonu ve
invazyonu sonucu spiral arterlerde bu normal fizyo-
lojik degisiklikler olmamakta veya spiral arterlerin
sadece desidual kismi ile sinirli kalmaktadir [9-12].

PE’ de spiral arterlerin remodellenmesi bozul-
dugu i¢in plasental hipoksi olusur. Hipoksi sonucu
plasenta pro- ve anti- anjiogenik 6zelligi olan pla-
sental faktorler dretir. Vaskiiler endotel biiyiime
faktorii (VEGF) bu {iretilen pro-anjiogenik faktor-
lerden biridir [13,14]. VEGF ve VEGF reseptorii
(VEGFR) hem fizyolojik hemde patolojik anjioge-
nez (kanser) i¢in énemli rol oynar. VEGF fetal ve
plasental gelisim i¢in major faktordiir [15].

Epitelyal-mezankimal doniisiim (EMT) trofob-
last invazyonu ve kanser progresyonu igin dnemli
bir mekanizmadir [16]. Vimentin bir ara filaman
proteini olup EMT sirasinda hiicre-hiicre adezyon-
larinin kayboldugunu gosteren mezensimal bir mar-
kirdir. Trofoblast invazyonunda ve kanser metas-

tazinda vimentin ekspresyonu artig gdstermektedir
[17].

Caligmamizda, PE nin patofizyolojik mekaniz-
masini daha iyi anlayabilmek i¢in normal ve preek-
lamptik plasentalarda VEGF ve vimentin ekspreyon
diizeylerini immiinohistokimya ve Western Blot
yontemlerini kullanarak arastirmay1 amagladik.

YONTEMLER

Plasental doku ornekleri

Calismanm etik onay1 Dicle Universitesi Tip Fa-
kiiltesi girisimsel olmayan klinik arastirmalar etik
kurulundan alinmistir. Calismada Dicle Universitesi
kadin dogum kliniginde yatmakta olan hasta onay1
alman hamile kadmlarin 35-38. haftadaki dogum
sonrast plasentalart alindi. Bu ¢aligmada 10 adet
preeklamptik ve 10 adet normal plasenta (kontrol
grubu) kullanildi. Preeklamptik grubun belirlen-
mesinde kan basinglarn yiiksek seyreden gebeler-
den sistolik >140 mm/Hg ve diastolik >90 mm/Hg
olanlar ve proteiniirisi 300mg/24 saat seyreden pre-
eklamptik hastalar secildi. Caligmaya dahil edilen
hasta grubunun yas ortalamasi 30, kontrol grubunun
yas ortalamasi ise 29 du. Doku 6rnekleri plasentanin
maternal yiiziinden alind1 ve %10’ luk formaldehit-
te fikse edildikten sonra, yikama, dehidratasyon ve
seffaflagtirma islemleri ardindan 58 °C’ de parafin
bloklara alind1.

Immunohistokimyasal inceleme

Parafine gomiilii plasenta dokularindan 4-6 pm ka-
linliginda kesitler alind1 ve deparafinizasyon islemi-
nin ardindan alkol serilerinden gecirilerek kesitler
distile suya alindi. Preparatlar antijen retrival i¢in
sitrat sollisyonunda mikrodalga firinda 3x5 dk bek-
letildi. Oda sicakliginda 10 dk sogumaya birakildik-
tan sonra kesitler fosfat buffer soliisyonu ile yikan-
di. Daha sonra %3’ lik hidrojen peroksit (H,0O,) ile
10 dk muamele edildi. Distile su i¢inde ¢alkalanan
kesitler PBS (pH 7,6) ile yikandi. Daha sonra kesit-
ler mouse monoclonal anti-vimentin antibody (San-
tacruz, 1:100) ve mouse monoclonal anti-VEGF an-
tibody ile (Santacruz, 1:100) inkiibe edildi. Kesitler
3 kez PBS ile yikama sonrasinda 10 dk sekonder an-
tikor soliisyonunda (Biotinylated Goat Anti-Mouse,
LabVision,) tutuldu. 3 kez PBS’ de yikanan kesitle-
re 3x5 dk streptavidin peroksidaz soliisyonu (Strep-
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tavidin Peroxidase, LabVision,) uygulandi. PBS ile
yikama sonrasinda kesitlere 3-amino 9 etil karbazol
(AEC) kromojen soliisyonu 8 dk uygulandi. Kesit-
ler, distile su ile yikandiktan sonra 2 dk mayer he-
matoksilen uygulanarak zit boyama yapildi ve 151k
mikroskobunda (Nikon) degerlendirildi.

WESTERN BLOT

Hiicre lizizi ve total protein dl¢iimii

Sivi azotta dondurulmus plasenta dokusu porselen
havanda toz haline getirildi. 50 mg toz haline geti-
rilmis plasenta dokusu proteaz inhibitdrii karigimi
iceren 250 pl RIPA liziz soliisyonunda 1 saat buz
icerisinde bekletildi. Liziz edilmis plasenta 6rnekle-
11 -86 °C’ de muhafaza edildi. Protein degredasyo-
nunu Onlemek i¢in biitiin basamaklar buz iizerinde
gergeklestirildi. Total hiicresel protein konsantras-
yonu BCA kiti (Pierce, Thermo scientific) kullani-
larak firmanin talimatlarina uyularak yapildi. BCA
Olctimi 96-kuyucuklu plaka igerisinde mikroplaka
okuyucu ile (MultiscanTM GO, Thermo Scientific)
yapildi.

SDS-PAGE

Protein ornekleri 1xSDS yiikleme soliisyonunda
(%2 SDS, %S5 gliserol, %0,01 bromofenol mavisi,
%8 DTT) hazirlanarak 5 dakika 95 °C sicaklikta
kaynatildi. 20 pg total protein 6rnegi %10’ luk po-
liakrilamid jele yiiklendi ve SDS kosturma soliis-
yonunda (2.4 mM Tris, 19.2 mM glisin, %0,01” lik
SDS) 200 V’ da 1 saat elektroforez edildi.

Proteinlerin membrana transferi ve antikorla
boyama

Ayristirilmig proteinler SDS-PAGE’ den 100V’ da
1 saat siireyle transfer solusyonu (25 mM Tris, 192
mM glisin, %20 metanol, pH 8.3) igerisinde PVDF
membrana transfer edildi. Transferden sonra memb-
ran PBS-T (PBS+ %1 Tween-20) soliisyonu igeri-
sinde hazirlanmig %5’ lik siit tozu icerisinde 1 saat
oda sicakliginda bloke edildi. Bloklama isleminden
sonra membran primer antikorlar (anti-VEGF 1:200
diliisyon Santa Cruz, anti-vimentin 1:1000 diliisyon
Abcam ve anti-B-aktin 1:1000 Abcam) ile 2 saat oda
sicakliginda muamele edildi. Daha sonra membran

4 defa PBS-T ile 30 dakika siire boyunca yikandi.
Yikama isleminden sonra membran seckonder anti-
korlarla 1:10000 diliisyon oraninda 1 saat oda si-
cakliginda muamele edildi. Membran tekrar 4 defa
PBS-T ile 30 dakika siire boyunca yikandi. Protein
bantlar1 ECL kimyasali (Bio-Rad) kullanilarak go-
rintiilendi. Fotograflar ChemiDocTM MP- Bio-Rad
cihaz1 kullanilarak alindi.

BULGULAR

Preeklamptik hasta grubuna ait plasentalarda vil-
luslarda parsiyel veya total tromboz ve villiis ka-
pillerlerinde konjesyon izlendi. Kontrol grubuna ait
normal plasentalarda ise bu bulgulara rastlanmadi
(Resim 1A). Preeklamptik plasentalarin hepsinde
sinsisyal proliferasyon artmis olarak izlendi. intra-
villous sinsityal diigiimler, sinsityal 6dem, kollajen
artis1 ve damarlarda endotel hasar gozlendi (Resim
1B).

Normal plasentalarda zay1f VEGF ekspresyonu
izlendi (Resim 1C). Buna karsin normal plasentala-
ra oranla preeklamptik hasta grubuna ait plasenta-
larda ise VEGF ekspresyonunun belirgin bir bi¢im-
de artis gosterdigi gozlendi (Resim 1D). Benzer se-
kilde preeklamptik plasentalarda fibrin olusumuna
paralel bigimde koryonik bag dokusundaki fibroz
dokunun vimentin ekpresyonu ile birlikte artis gos-
terdigi tespit edildi (Resim 1E). Preeklamptik pla-
sentalarin koryon villuslarindaki damarlarda endo-
tel hasar1 nedeniyle kan bilesenlerinin ekstravazas-
yonu ve biiziilme sonucu koryon damar duvarinda
fibrin olusumu gerceklesmistir. Ozellikle damarlar
destekleyen bazal tabaka yakininda yogun vimentin
ekspresyonu gozlenmistir (Resim 1F).

Peeklamptik ve normotansif plasentalardaki
VEGF ve vimentin proteinlerinin ekspresyon diize-
yindeki farkliliklar ayrica Western Blot yontemiy-
lede gosterildi. Immiinohistokimya sonuglarimizla
uyumlu bir sekilde preeklamptik hasta grubuna ait
plasentalarda VEGF ekspresyon diizeyinin kontrol
grubuna (normal plasenta) oranla siddetli bir sekil-
de artis gosterdigi saptandi (Sekil 1). Benzer sekilde
vimentin protein ekspresyon diizeyininde de pre-
eklamptik hasta grubuna ait plasentalarda normal
plasentaya kiyasla 6nemli bir artig gosterdigi tespit
edildi (Sekil 2).
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Normotansif Preeklamptik
plasenta

A

Hematoksilen
&
Eozin

Resim 1: Preeklamptik ve normotansif plasentalarin yapisal ve immunuhistokimyasal incelenmesi. A: Normotansif
hasta grubuna ait plasental bulgular. B: Preeklamptik hasta grubuna ait plasental bulgular. C: Normotansif plasentada
VEGF ekspresyonu. D: Preeklamptik plasentada VEGF ekspresyonu. E: Normotansif plasentada vimentin ekpresyonu.
F: Preeklamptik plasentada vimentin ekpresyonu

&

ol e |e
B-aktin .- gpkp  Pekm

Sekil 2: Preeklamptik plasentada vimentin ekspresyonu
normal plasentaya kiyasla 6nemli bir oranda artmistir. 20
pg total protein jelde kosturuldu. Anti-vimentin ve an-

Vimentin

54 kD

42 kD

Sekil 1: Preeklamptik plasentada VEGF ekspresyonu nor-
mal plasentaya kiyasla dramatik bir sekilde artmistir. 20
ug total protein jelde kosturuldu. Anti-VEGF ve anti-B-ak-  tj-B-aktin antikorlari kullanilarak Western Blot yéntemi
tin antikorlari kullanilarak Western Blot yontemi ile ana-  jle analiz edildi. B-aktin yiikleme kontrolii olarak kulla-
liz edildi. B-aktin yuikleme kontrolii olarak kullanildi. nild.
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TARTISMA

Bu ¢alismada, preeklamptik plasentanin koryon vil-
luslarinda sinsityal diigiim, sinsityal 6dem, kollajen
lif artig1, sinsityal kopriilerde heterokromatin ve bii-
yiik cekirdeklerde dejeneratif degisiklikler oldugu-
nu saptadik. Ayrica VEGF ve vimentin ekpresyon
diizeylerinin preeklamptik plasentada normal pla-
sentaya oranla artis gdsterdigini hem immunuhisto-
kimya hem de Western Blot yontemleriyle goster-
dik.

PE perinatal bakimdaki énemli ilerlemeye rag-
men hala maternal ve fetal morbidite ve mortalite-
nin baglica sebebi olmaya devam etmektedir [18].
Bu nedenle ¢aligmalar prediktif markir bulabilmek
icin PE patogenezinde rol alan olas1 faktorler {ize-
rine yogunlasmistir. VEGF endotel hiicre prolife-
rasyonu ve migrasyonu iizerinde stimule edici bir
etkiye sahip olan giiclii anjiogenik bir faktordiir
[19]. VEGF plasentanin gelisim siirecindeki anji-
ogenezde ve uterin damarlarininin remodellenme-
sinde major bir role sahip oldugu i¢in uzun siireden
beri PE patogenezinde arastirma konusu olmus ve
plasentanin vaskiiliirizasyonuna yardimer olan si-
totrofoblastik invazyon sirasinda kritik bir 6neme
sahip oldugu gosterilmistir [20,21].

VEGF’ nin PE patogenezindeki rolii {izerine
bir¢ok calisma yapilmig olmasina ragmen, PE’ de
VEGF ekspresyonu hala tartismali bir konudur. Bir-
cok yaym PE sonucu PE’ li hastalarin serumunda
veya plasentalarinda VEGF diizeyinin azaldigini
gosterirken [22,23], bunun aksi olarak bazi yayinlar
ise PE’ li hastalarin serum ve plasentalarinda VEGF
diizeylerinin arttigini ifade etmektedir [24,25]. Biz-
de bu calismada hem immunohistokimya hem de
Western Blot sonuclarimiza gore VEGF ekspresyon
diizeyinin preeklamptik plasentalarda normal pla-
sentalara oranla daha fazla oldugunu gézlemledik.

Daha once yapilan immunohistokimyasal bir
calismada bizim sonuglarimizla uyumlu bir sekilde
preeklamptik plasentadaki VEGF ekspresyonunun
normal plasentadan daha yiiksek oldugu tespit edil-
mistir [24]. Sonuglarimizlauyumlu bir sekilde VEGF
mRNA ekspresyon diizeyinin de yine preeklamptik
plasentada normal plasentaya oranla daha yiiksek
oldugu rapor edilmistir [25]. Baska bir ¢alisma pre-
eklamptik kadinlarin serumunda VEGF reseptor-1
(VEGFR-1) diizeylerinin kontrol grubundan daha

fazla oldugunu agiklamistir [26]. Yakin bir zamanda
yapilan bir calismada da ayni1 sekilde siddetli PE’ li
hastalarin serumundaki VEGF miktarinin kontrole
kiyasla 6nemli derecede yiiksek oldugu rapor edil-
mistir [27]. Plasental hipoksiye yanit olarak VEGF
sistemi aktive olur [28]. Plasental hipoksiye yanit
olarak artmis olan VEGF’ nin PE patogenezi siire-
since fonksiyonel olmadig1 ve ligand-reseptdr ara-
sindaki baglanma (VEGF-VEGFR) bozuldugu i¢in
preeklamptik plasentada serbest miktardaki VEGF
miktrarinin artis gosterdigi ve endotel hiicre hasar1
sonucu vaskiiler fonksiyonun bozuldugu olasi me-
kanizmadir. PE patogenezi kompleks bir molekiiler
mekanizmaya dayandigi i¢in fonksiyonal olmayan
VEGF artisinin PE patogenezinde yetersiz plasental
anjiogeneze neden olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada, preeklamptik plasentalarda vi-
mentin ekspresyonunun normal plasentalara oranla
artis gosterdigi ve vimentinin plasental kok villusla-
1 damarlarinin etrafinda artan konsantrik tabakalar
seklinde diizenlendigi gosterildi. Bu sonug bize PE’
nin vimentin ekpresyonununu stimule ettigini gos-
termektedir. Vimentinin PE patogenezindeki rolii
tizerine yapilan direk bir ¢caligma olmamasina rag-
men, vimentinin trofoblast invazyonu i¢in gerekli
oldugu bilinmektedir [16,17]. Yapilan bir calismada
embriyonik gelisim siirecinde si¢an vaskiiler trofob-
last hiicrelerinde artis gosteren vimentinin embriyo-
nik vaskiiler sistemin biiylimesi ve gelismesinde rol
olan faktorler (VEGF/VEGFR1) ile immiinopozitif
reaksiyon gosterdigi acgiklanmigtir [29]. Baska bir
calismada sigan glioma modelinde hipoksi sonucu
VEGF miktarindaki artigla vimentin miktarindaki
artigin pozitif korele oldugu ve vimentinin vaskiiler
permeabilitede rol aldig1 rapor edilmistir [30]. Bi-
zim de ¢alismamizda preeklamptik plasentanin kan
damarlarinin etrafinda gézlenen vimentin ekspres-
yonundaki artigin vaskiiler permeabilitenin azalma-
sina neden olabilecegini isaret etmektedir.

Sonug olarak; bu c¢alismada VEGF ve vimen-
tin’ nin PE patogenezindeki rolii arastirildi. VEGF
vimentin ekspresyon diizeylerinin preeklamptik
plasentada normal plasentaya oranla yiiksek oldugu
tespit edildi. Vimentin ve VEGF miktarinin preek-
lamptik plasentada pozitif korele bir sekilde artis
gostermesinin her iki proteininde trofoblast invaz-
yonu, anjiogenez ve vaskiiler permeabilitede birlik-
te rol aldigini isaret etmektedir. PE patogenezinde

Dicle Tip Derg / Dicle Med J

www.diclemedj.org

Cilt / Vol 43, No 3, 400-405



S. irtegiin ve ark. Preeklamptik ve normotansif plasentalarda VEGF ve Vimentin ekspresyonu 405

VEGF ve vimentinin plasental gelisim siirecinde
ozellikle hangi molekiiler mekanizmada birlikte rol
aldigimi agiklayacak daha fazla ¢aligmaya gerek du-
yulmaktadir.
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