ist Tip Fak Derg 2010; 73:2 ARASTIRMALAR / RESEARCH ARTICLES
J Ist Faculty Med 2010; 73:2
www.itfdergisi.com

RETINOIK ASIiT UYGULANAN SICANLARIN PLASENTALARINDA MMP-2 VE MMP-13
IMMUNREAKTIVITESININ iINCELENMESI

INVESTIGATION OF MMP-2 AND MMP-13 IMMUNOREACTIVITY IN PLACENTA OF RATS TREATED WITH
RETINOIC ACID

Tugba KOTIL, Leyla TAPUL*

OZET

Amag: Matriks metalloproteinazlar (MMP) hiicrelerarasi matriks yikiminda rol alarak implantasyonun ger¢eklesmesine yardimet
olan enzimlerdir. Retinoik asit (RA); MMP iiretimi {izerine etkisi oldugu diisiiniilen, trofoblast invazyonunda rolii olan bir
molekiildiir. Calismamizda retinoik asit uygulanan gebe siganlarin plasentalarinda MMP-2 ve MMP-13 immiinreaktivitesinin
incelenmesi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismada kontrol (8 adet) ve deney (8 adet) gruplarinda toplam 16 adet disi Spraque Dawley tiirli sigan
kullanildi. Siganlar gebe birakilarak deney grubundakilere gastrulasyon déneminde 3 giin siire ile 40mg/kg/giin 13-cis retinoik
asit oral yolla uygulandi. Gebeligin orta doneminde (10-14 giin) plasentalardan alinan kesitler immiinhistokimyasal olarak
Streptavidin- Biyotin yontemi kullanilarak rabbit poliklonal MMP-13 antikoru ve mouse monoklonal MMP-2 antikoru ile
isaretlendi.

Bulgular: Kontrol grubuna ait plasentalarda MMP-2 immiinreaktivitesi trofoblastik dev hiicrelerde kuvvetli pozitif (+++),
koriyo-amniyotik zarda ise orta derecede pozitif (++) bulundu. RA uygulanan grupta trofoblastik dev hiicrelerde MMP-2
immiinreaktivitesi saptanmadi, buna karsin koriyo-amniotik zarda kuvvetli pozitiflik mevcuttu. MMP-13 immiinreaktivitesi ise
kontrol grubu dev hiicrelerinde ve korio-amniyotik zarda orta derecede (++) pozitifti. RA grubunda dev hiicrelerde degisiklik
goriilmezken koriyo-amniyotik zarda kuvvetli pozitif (+++) isaretlenme mevcuttu.

Sonu¢: Eksojen olarak uygulanan retinoik asitin trofoblastik dev hiicrelerde ve desiduada MMP-2 sentezini baskilayarak
implantasyonu olumsuz etkileyebilecegi ve koriyo-amniyotik zarda ise MMP-2 ve MMP-13’{i arttirmak suretiyle membran
stabilizasyonunu bozabilecegi, bunlara bagli olarak hayatta kalim: engelleyebilecegi kanaatine varildu.

Anahtar kelimeler: Plasenta, retinoik asit, matriks metalloproteinaz-2, matriks metalloproteinaz-13

ABSTRACT

Objective: Matrix metalloproteinases (MMPs) are enzymes and play important roles at implantation by degradation of
extracellular matrix. Retinoic acid (RA) is an important molecule has effects on MMP synthesis, embriyonic development and
trophoblast invasion at placentation. In this study we investigated the MMP-2 and MMP-13 immunoreactivity on rat placenta
treated by RA.

Materials and Methods: In this study 16 female Spraque Dawley rats were used, divided equally for control (8) and RA (8)
treated groups. Rats were treated by 13-cis RA (40mg/kg/day) by gavaj for 3 days. For immunochemical study we used rabbit
polyclonal MMP-13 and mouse monoclonal MMP-2 antibody.

Results: In the control group the trophoblast giant cells show ed strong (+++) and chorioamniotic membrane moderate (++)
positivity for MMP-2. There was no MMP-2 immunoreactivity detected at trophoblastic giant cells of RA treated group in
contrast to the strong positivity were detected at chorion epithelium. Moderate MMP-13 immunoreactivity was detected at
trophoblastic giant cells and chorioamniotic membrane of control group. In RA treated group trophoblastic giant cells showed
moderate, chorioamniotic membrane showed strong reactivity for MMP-13.

Conclusion: 1t is convinced that exogenously applied retinoic acid affects implantation negatively by repressing MMP-2
synthesis in trophoblastic giant cells and decidua, impair membrane stabilization by increasing MMP-2 and MMP-13 synthesis in
chorioamniotic membrane and therefore prevent survival.

Key words: Placenta, retinoic acid, matrix metalloproteinase-2, matrix metalloproteinase-13
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Plasenta MMP-2 ve MMP-13 immiinreaktivitesi

GIRiS

Matriks metalloproteinaz (MMP) siiper ailesi, hiicrelerarasi
matriks yikiminda rol alan enzimler olarak bilinir ve
kollagenazlar, jelatinazlar, stromelisinler ve membran tipi
metalloproteinazlar olmak iizere 4 ana gruba ayrilan 24
iiyeden olusur. Hiicreden disar1 salindiklarinda latent formda
olan bu enzimler, gerektigi zaman aktif hale gelirler.
Fonksiyonel aktiviteleri ayrica yine ortamdaki hiicrelerce
iiretilip salgilanan matriks metalloproteinaz doku inhibitorleri
ile baskilanarak diizenlenir. MMP enzimleri bir¢ok yapisal ve
fonksiyonel benzerlige sahip olsalar da farkli substratlara
ozgidiirler (5,13).

Memeli uterusu gebelik sirasinda biiyiime ve yeniden
diizenlenme Ozelligine sahip bir organdir. Hiicrelerarasi
matriks  elemanlar1  embriyonun endometriyum igine
gomiilmesi, barinmasi ve fetus ile anne arasindaki vaskular
bagin kurulmasinda (plasentasyon) onemli role sahiptir
(1,3,23). Insanda plasenta gelisiminde jelatinazlardan
ozellikle MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin etkinlik gdsterdigi
ve birinci trimestirin erken donemlerinde trofoblastlarca esas
olarak MMP-2’nin iiretilip salgilandigi ¢esitli caligmalarla
gosterilmistir (19,21,31). Rong Niu ve arkadaglarinin (16)
insan plasentas1 iizerine yaptiklar1 caligmada ise birinci
trimestirda trofoblast hiicrelerinde MMP-9, villoz dokuda ise
MMP-2’nin iiretildigi belirtilmektedir. Ayn1 ¢alismada MMP
doku inhibitérii 1’in seviyesinin birinci trimestirdan term
donemine gidildikge azaldigr gosterilmistir. Teesalu ve
arkadaslar1 (23) fare plasentasinda Gelatinaz B olarak bilinen
MMP-9un trofoblastik dev hiicrelerce iiretildigini ve bu yolla
trofoblast invazyonu ve embriyo implantasyonunda rol
oynadigimi, MMP-2 isaretlenmesinin ise yalnizca desidua
hiicrelerinde oldugunu gozlemlemislerdir. Kedi plasentasinin
erken, orta ve ge¢ gestasyon donemleri iizerinde yapilan
caligmada sinsisyotrofoblast tabakasinda MMP-1 ve MMP-13
gbzlenmis, MMP-2 isaretlenmesinin ise erken gestasyonal
donemde desidual hiicreler ve labirentteki dev hiicrelerde
oldugu bildirilmistir (27).

MMP’ler plasenta gelisimi ve gelisen plasentanin uterusa
gomiilmesi sirasinda etkinlik gosterdigi gibi dogum sirasinda
fetal membranlarin (amniyon ve koriyon) yikiminda, desidua
ve uterustan plasentanin ayrilmasinda da rol alir (6). Fetal
membranlarda hiicreler arasi matriksinin ana elemani tip IV
kollagendir ve bilindigi gibi MMP-2 tip IV kollageni yikan
bir proteazdir (17). Fetal membranlarda hem term hem de
pretermde vaktinden 6nce meydana gelen yirtilmalarin sebebi
kollagen yikiminin artmasidir (28). Literatlirde terminal
donemde plasental membranlarda kollagen liflerce yaratilan
gerilim dayanikliliginin preterm membranlara gore disiik
oldugu ve memranlardaki MMP-9 aktivitesinin ise yiiksek
oldugu belirtilmektedir (25).

Retinol (vitamin A) ve aktif tiirevi olan retinoik asit, memeli
gelisiminde mutlak gerekli olan, eksikliginin ve fazlalifinin
cesitli fetal anormalliklere sebep oldugu bilinen maddelerdir
(18). Farelerde gestasyonun 7. ve 8. gilinlerinde uygulanan
12mg/kg RA’nin ndral tip ve arka beyin gelisiminde
anormalliklere sebep oldugu, RA yoklugunda ise ekstremite
gelisiminde bozulmalar goriildiigii bildirilmistir (12,11).
Retinoik asitin embryo gelisimi iizerine olumsuz etkilerinin
plasenta aracilifiyla olabilecegi tartigmali bir konudur.
Retinoik asitin plasenta gelisiminin erken evrelerinde etkili
oldugu ileri siiriilmektedir. Eksojen RA’nin morula
evresindeki fare embriyolarinda 50mg/kg dozda kullanilmasi
sonucunda desidual gelisimin baskilandigi bildirilmistir (9).

Retinoik asitin trofoblastik kok hiicrelerin, trofoblastik dev
hiicrelere farklilasmasini uyardigi da gosterilmistir (20,32).
Retinoik asit uygulamasi ile trofoblastik dev hiicre
farklilasmas1 artarken, spongiotrofoblast olusumunda ise
azalma oldugu bildirilmektedir (32). Retinoik acid plasenta
gelisimi sirasinda yalnizca hiicre farklilagmasi {izerine etkili
olmamakta ayrica trofoblast hiicreleri tarafindan ¢esitli
hormonlarin {iretimi tizerine de etki etmektedir. Retinoik
asitin sinsisyotrofoblast hiicrelerinde insan plasental laktojen
hormon sentezi ve salinimi arttirdigi in vitro calisma ile
gosterilmigtir (22). Braunhut ve arkadaslarinin (2) yaptiklar
bir in vitro ¢alismada retinoik asitin endotel hiicrelerince
MMP ve MMP inhibitdrleri tizerine etki gosterdigi ve retinoik
asit uygulanan grupta MMP-9 ve MMP-2 miktarinin azaldigi,
TIMP-2 miktarinin ise arttirdig1 belirtilmistir.

Bu caligmanin amaci gastrulasyon siirecinde retinoik asit
uygulanan gebe siganlarin  plasentalarinda morfolojik
degisiklikleri MMP-2 ve MMP-13 immiinreaktivitesi
acisindan degerlendirmektir.

GEREC ve YONTEM

Calismada kontrol grubunda 8 adet ve RA uygulanan grupta 8
adet olacak sekilde Deneysel Tip Arastirma Merkezi’nden
(DETAM) alinan toplam 16 adet disi Spraque Dawley tiirii
sican  kullanildi.  Siganlar gebe birakildi ve deney
grubundakilere oral yolla gebeligin 7,5. - 85. ve 9,5.
giinlerinde 3 giin siire ile 40mg/kg/giin 13-cis retinoik asit
(Isotretinoin, Roaccutane) uygulandi. Kontrol grubundaki
sicanlara herhangi bir uygulama yapilmadi. Gebeligin orta
doneminde (10-14 giin) her iki gruptaki sicanlar eter
anestezisi altinda sakrifiye edildi. Uterus dokular1 alinarak %
10 tamponlu formaldehitte fikse edildi. Isik mikroskobunda
incelenmek {iizere takip edilerek parafine gomiildii.
Hematoksilen-eozin boyasi ile genel degerlendirme yapildi.
Plasentalardan 2-3um kalinliginda alinan kesitler 56 derecelik
etiivde bir gece bekletildi. Deparafinizasyon i¢in alg¢alan alkol
serilerinden gegirildi ve 15 dakika 0,5 H,0, (metanolde)
karanlikta  bekletilerek  endojen peroksidaz aktivitesi
maskelendi. Kesitler 5 dakika 2 kere PBS ile yikandiktan
sonra mikrodalga firinda 3 defa 5 dakika sitrat tamponuyla
muamele edildi. Isisinin oda sicakligina gelmesi beklendikten
sonra bloke edici soliisyon ile 30 dakika muamele edilip,
kesitlere rabbit poliklonal MMP-13 antikoru (1:50) ve mouse
monoklonal MMP-2 antikoru (1:10) uygulandi. Daha sonra
sekonder antikor uygulanarak AEC kromojen ile
renklendirildi. Mayer hematoksilen ile boyanip, kapatici
medyum ile kapatildi. Dokulardaki immiinreaktivite 151k
mikroskobunda incelendi ve boyanma yogunlugu géz oniine
alinarak zayif, orta ve kuvvetli olarak skorlandi.

BULGULAR

MMP-2 ve MMP-13’¢ ait tiim immiinreaktivite skorlar1 Tablo
1’de &zetlendi.

Kontrol grubuna ait plasentalarda MMP-2 immiinreaktivitesi
(Resim 1aX10) desidual hiicrelerde orta derecede pozitifti
(++) (Resim 1bX25). Trofoblastik dev hiicreler kuvvetli
pozitif ~ (+++) reaksiyon gosterdi (Resim  1¢X10).
Trofospongiyumda ve labirent tabakasinda immiinreaktivite
goriilmezken, koriyo-amniyotik zarda orta derecede pozitif
(++) reaksiyon izlendi (Resim 1dX40). Retinoik asit
uygulanan grupta desidual hiicrelerde, trofoblastik dev
hiicrelerde ve trofospongiyumda MMP-2 immiinreaktivitesi
saptanmadi (Resim 1eX25 ve 1fX25). Buna karsin labirent
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tabakasinda ise zayif pozitif (+) reaksiyon goriildi. Koriyo-
amniyotik zarda kuvvetli pozitiflik (+++)mevcuttu (Resim
1gX25).

Kontrol grubunda MMP-13 immiinreaktivitesi incelendiginde
desiduada, trofoblastik dev hiicrelerde, trofospongiyumda,
labirent tabakasinda ve koriyonda orta derecede pozitif (++)
isaretlenme saptandi (Resim 2aX4, 2bX10, 2¢X25 ve 2dX25).
Retinoik asit uygulanan grupta MMP-13 immiin reaktivitesi
yoniinden desidual hiicrelerde zayif (+) reaksiyon gozlendi
(Resim 2eX25). Trofoblastik dev hiicrelerde orta derecede
pozitif (++) isaretlenme saptandi (Resim 2fX100).
Trofospongiyumda ve labirent tabakasinda zayif pozitif (+)
immiin reaksiyon izlenirken, koriyo-amniyotik zarda kuvvetli
pozitif (+++) reaksiyon saptandi (Resim 2gX25).

1-g

Resim 1. Kontrol grubunda MMP-2 immunreaktivitesi (a-d): a)
Genel goriiniim b) Desidual hiicreler (oklar) ¢) Trofoblastik dev
hiicreler (ok), kiigiik resim: Bir trofoblastik dev hiicre (biiyiik
biiyiitme) d) Koriyo-amniyotik zar (ok baslar1)

RA uygulanan grupta MMP-2 immunreaktivitesi (e-g): e) Desidual
hiicrelerde (oklar) ve f) trofoblastik dev hiicrelerde immiinreaktivite
goriilmedi. g) Koriyo-amniyotik zarda (ok baglari) ise kontrol
grubuna gore immiinreaktivitenin arttig1 goriildii. D: Desidua, DH:
Dev Hiicre, TS: Trofospongiyum, LB: Labirent tabakasi, K: Koriyo-
amniyotik zar, KD: Kan damari, N: Nukleus
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2-a

2-b

2-C

2-e

2-9

Resim 2. Kontrol grubunda MMP-13 immunreaktivitesi (a-d): a) Genel
goriiniim b) Desidual hiicreler (oklar), c¢) Trofoblastik dev hiicreler
(oklar), d) Koriyo-amniyotik zarda (ok baglar1). RA uygulanan grupta
MMP-13 immunreaktivitesi (e-g): e) Desidual hiicrelerde kontrol
grubuna gore immiinreaktivitede azalma goriildii. f) Trofoblastik dev
hiicrelerde kontrole gore immiinreaktivitede orta derecede (++)
pozitiflik goriildii. g) Koriyo-amniyotik zarda (ok baglar1) kontrol
grubuna gore immiinreaktivitede artig goriildii. D: Desidua, DH: Dev
hiicre, LB: Labirent tabakasi, K: Koriyo-amniyotik zar

Tablo 1. Plasentanin degisik bolgelerinde kontrol ve RA
gruplarinin MMP-2 ve MMP-13 immiinreaktiviteleri

Kontrol RA Grubu Kontrol RA Grubu

(MMP-2) (MMP-2) | (MMP-13) | (MMP-13)
DESIDUAL + . " i
HUCRELER
TROFOBLASTIK
DEV HUCRELER +++ - ++ ++
TROFOSPONGIYUM - R —+ ¥
LABIRENT - I s -
TABAKASI
KORIYO-
AMNIYOTIK ZAR ++ +++ ++ T+t
TARTISMA

Trofoblastik dev  hiicreler, blastokistin  trofoektoderm
hiicrelerinin farklilagmasi ile olusan biiyiik ¢apli ve poliploid
sekilli hiicreleridir. Simmons ve arkadaglari (20) yaptiklar
calismada trofoblastik dev hiicrelerin homojen bir grup
olmadigini, 4 ayri tip icerdigini, bunlarin farkli lokalizasyona,
gen ekspresyonuna ve orijine sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu
hiicreler basarili bir gebeligin gergeklesmesi i¢in gerekli olan
bircok olayda etkinlik gosterirler ki, bu olaylar; blastokist
implantasyonu, maternal desiduanin yeniden diizenlenmesi,
proliferin, plasental laktojen gibi plasentanin fetal ve maternal
elemanlarinin gelisimini diizenleyen hormonlarin salinmasidir.
Hiicreler ayn1 zamanda angiogenik faktorler, vazodilatorler,
antikoagulanlar ve interferon gibi parakrin etkili faktorler de
sentezlerler. (14,20). Retinoik asit, dietilstilbestrol, paratiroid
hormon iliskili protein (PTHrP), sinir biiylime faktorii (NGF)
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gibi birgok eksojen faktdr trofoblastik dev hiicre olusumunu
tegvik edebilir (4,10, 24,32).

Trofoblastik dev  hiicreler implantasyon  siirecinde
sentezledikleri MMP’ler ile uterus duvarinin ekstrasellular
matriks elemanlarini pargalayarak invazyonu kolaylastirirlar
(1,5,13). Biz caligmamizda kontrol plasentalarina ait desidual
hiicrelerde MMP-2 aktivitesini orta derecede pozitif bulurken,
ozellikle trofoblastik dev hiicrelerde kuvvetli pozitif olarak
gozlemledik. Caligmamizda RA uygulanan grupta retinoik
asitin  trofoblastik dev hiicrelerde MMP-2 {iretimini
baskiladigr, MMP-13 iiretimi {izerine etki etmedigi goriildii.
Winterhager ve arkadaslart (29) tarafindan, retinoidlerin
metalloproteinaz inhibitorlerinin tiretimi tizerinden trofoblast
invazyonunu  etkileyerek  plasenta  gelisiminde  rol
oynayabilecegi ileri  siiriilmektedir. Ayrica  desidua
hiicrelerinde de retinoik asit uygulamasimin hem MMP-2 hem
de MMP-13 aktivitesini disiirdiigii gozlendi. Bu bulgumuz
Huang’in (9) ¢aligmasinda retinoik asitin desidual gelisimi
baskiladigt bilgisi ile paraleldir. Yapilan diger bazi
caligmalarda retinoik asitin sigan memeli adenokarsinoma,
insan malignan melanoma hiicrelerinde ve sigir endotel
hiicrelerinde de MMP-2 seviyesini diisiirdiigii belirtilmektedir
(2,8,15).

Fetus gebelik boyunca koryoamniyon isimli bir zar ile ¢evrili
olarak bulunur. Bu zar gebelik boyunca fetusu koruyucu
etkinlik gosterir ve dogum sirasinda pargalanir. Bazi patolojik
durumlarda prematiir olarak yirtilabilir. Term déneminde
fetal membranin yirtilmasi miyometriyumdaki kasilmalara
bagli olsa da membranin hiicreler arasi matriks elemanlarin
yikan enzimatik aktivite de bu duruma yardimct olmaktadir
(1,28,30). insan fetal membrani iizerinde yapilan calismalar

kollagen igeriginin  azalmasinin, kollagen yapisinin
bozulmasmin, kollagenolitik  aktivitenin  yiikselmesinin
prematur membran yirttlmast ile alakali oldugunu

gostermektedir. Fetal membranlar yani amniyon ve koryon
birgok kollagen tipinin yaninda esas olarak tip IV
kollagenden olusur. Bu proteinin yikimi siddetlendiginde
membranin yirttlma olasiligi artar. Tip IV kollagenin
yikiminda esas olarak MMP-2 ve MMP-9 rol oynamaktadir
(17,25,26). Goldman ve arkadaslar1 (6) yaptiklar1 ¢aligmada
termdeki uterus kasilmalari sirasinda amniyonda MMP-9
aktivitesinin arttigimi, MMP-2 aktivitesinin ise esas olarak
desiduada arttigini bildirmistir. Prematur membran yirtilmasi
sirasinda  etkinlik gosteren proteazlarin seviyesi normal
dogum ve sezeryan ile karsilastirildiginda ise MMP-2
aktivitesinin amniyokoryonda anlamli derecede arttig
gorilmiistiir. Calismada MMP-2 seviyesindeki artis bu
bolgedeki tip IV kollagenin yikimi ve dolayisiyla membranin
zamanindan ©Once yirtilmas: anlamina gelmektedir (16).
Preterm dénemde prematur fetal membran yikimi sirasinda ve
term doneminde spontan olarak koriyonda MMP-2 iiretiminin
arttigt bildirilmistir (19). Calismamizda RA uygulamasi
yapilan grupta koriyon epitelinde MMP-2 ve MMP-13
immiinreaksiyonunun kontrole gore arttig1 goriildi. Bu bilgi
RA’nin fetal membranlardaki yikimi erken baglattiginin ve
diisiik olma olasiligini arttirdiginin gdstergesi olabilir.

RA’nin  MMP’lerin expresyonunu diizenlemedeki rolil
yapilan ¢esitli calismalarda tartisilmaktadir.  Ornegin
kemirgenlerde embriyonal kanser hiicrelerinin

farklilagmasinin RA tarafindan uyarilmasi bu hiicrelerce tip 4
kollagenaz {iretiminin artig1 ile birlikte goriilir. MMP-2
iiretiminin artig1 lizerine yapilan bir ¢aligmada RA’nin cAMP

ile sinergistik etki gostererek MMP-2 geninin bazal promoter:
iizerine etki ederek MMP protein seviyesini arttirdigi
bildirilmistir. Sigan meme adenokarsinomu ve insan malign
melanoma  hiicrelerinde ise MMP-2’nin  hiicrelerarasi
seviyesinin RA tarafindan disiiriildigii bildirilmistir (7).
Sonug olarak, embriyo gelisiminde esansiyel bir role sahip
oldugunu bildigimiz RA’nin fazlaliginin, siganlarda
embriyonun hayatta kalmasim1  saglayan plasentanin
olusumunda trofoblastik dev hiicreler ve desidual hiicrelerde
MMP-2 sentezini baskilayarak, koriyo-amniyotik zarda
MMP-2 ve MMP-130 arttirmak suretiyle membran
stabilizasyonunu bozarak implantasyonu ve hayatta kalimi
olumsuz etkileyebilecegi kanaatine varildi.
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