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OZET

Plasenta, anne ile fetiis arasindaki bircok metabolik aktiviteyi diizenleyen bir
organdir. Bu nedenle fetal gelisim, plasental gelisime baglidir. Plasental gelisim
trofoblast hicrelerinin koordineli olarak proliferasyonuna, differensiyasyonuna ve
invazyonuna bagimli olaylar serisidir. Ancak bu olaylar1 kontrol eden hiicre
siklusunda gorevli proteinler hakkinda bilinenler oldukg¢a sinirlidir.

Plasenta dokusundaki proliferasyonun preeklampsi (PE), diyabet ve
intrauterin  bliylime geriligi (IUGR)’nden nasil etkilendigi heniiz tam olarak
bilinmemektedir. Bu ylizden bu calismada normal, preeklamptik, diyabetik ve
IUGR’li  plasentalardaki  differensiyasyon,  proliferasyon =~ ve  apoptoz
mekanizmalarinda PCNA, Ki67, siklin D3, p27 ve p57 gibi hiicre siklusunda gorevli
proteinlerin immiinohistokimyasal lokalizasyonlar1 incelendi.

Calismada 3 preeklampsi, 3 diyabet, 3 IUGR ve 3 normal gebelik olgusuna
ait toplam 12 insan term plasentasi kullanildi. Rutin doku takibi sonucunda dokular
parafine  gomiildii. GOmiilen doku  Orneklerinden  hazirlanan  kesitler
immunohistokimya yontemi ile PCNA, Ki67, siklin D3, p27 ve p57 antikorlariyla
boyandi ve 151k mikroskobunda incelendi.

PCNA, Ki67 ve siklin D3 boyanma yogunluklari, PE ve diyabet gruplarinin
villuslarinda kontrole gore anlaml sekilde artarken, PE grubunun bazal plaklarinda
da anlamli sekilde azaldi. PE plasentalarin tiim bolgelerinde p27 ve pS7’nin boyanma
yogunluklar1 anlamli sekilde artti. Diyabetik grubun koryonik plaklarindaki p27 ve
p57°nin boyanma endeksleri ise kontrole gore anlamli sekilde azaldi. IUGR grubuna
ait plasentalarin tiim bdlgelerinde ise PCNA, Ki67 ve siklin D3 boyanma
yogunluklar1 kontrole gore anlamli sekilde azaldi. IUGR grubunun villuslarindaki ve
koryonik plaklarindaki p27 boyanma yogunlugu anlamli sekilde artarken p57
boyanma yogunlugu da IUGR grubunun tiim bdlgelerinde kontrole gore anlamli
sekilde fazlaydu.

Sonug olarak hicre siklusuna ait proteinlerden PCNA, Ki67, siklin D3, p27
ve p57 normal ve patolojik plasenta gelisiminde rol almaktadir. Bu proteinlerin
patolojik plasentalardaki immiinoreaktiviteleri ile plasentalarin biiytikliikleri arasinda
iliski mevcuttur.

Anahtar Kelimeler: Plasenta, hicre siklusu, preeklampsi, diyabet, IUGR, PCNA,
Ki67, siklin D3, p27, p57



ABSTRACT

The placenta is a regulator organ for many metabolic activities between
mother and fetus. Therefore fetal growth is directly related to the placental
development. Placental development is a series of events that depend on the
coordinated action of trophoblast cells’ proliferation, differentiation and invasion.
Studies on cell cycle related proteins which control these events are fairly limited.

How placental tissue proliferation is affected by preeclampsia (PE), diabetes
and intrauterine growth retardation (IUGR) is not exactly known yet. Therefore in
this study, the immunohistochemical localizations of cell cycle related proteins like
PCNA, Ki67, cyclin D3, p27 and p57 in the differentiation, proliferation and
apoptosis mechanisms of normal, preeclamptic, diabetic and IUGR placenta were
investigated.

In the study, a total of 12 human term placentas consisting of 3 preeclamptic,
3 diabetic, 3 IUGR and 3 normal pregnancy placentas were used. After routine tissue
processing, tissues embedded in paraffin. Tissue sections prepared from the
embedded tissue samples were stained via immunohistochemistry with PCNA, Ki67,
cyclin D3, p27 and p57 antibodies and were examined by light microscopy.

Comparing to control placentas, PCNA, Ki67 and cyclin D3 staining
intensities were significantly increased in villous parts of PE and diabetes groups
while significantly decreased in basal plates of PE group. In chorionic plates, p27
and p57 staining intensities were significantly increased in PE group whilst
decreased in diabetic group. In all parts of IUGR placentas, PCNA, Ki67 and cyclin
D3 staining intensities were significantly reduced. p27 staining intensity of IUGR
group was significantly increased in villous and basal plates and p57 staining
intensity was increased significantly in all parts of IUGR placentas as well.

In conclusion, cell cycle related proteins PCNA, Ki67, cyclin D3, p27 and
p57 play roles in normal and pathological placental development and there is a
relation between the immunoreactivity of these proteins and the size of placentas.

Key words: Placenta, cell cycle, preeclampsia, diabetes, IUGR, PCNA, Ki67, cyclin
D3, p27, p57
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GIRIS

1.1. Hipotezin Temeli ve Amac

Plasenta, anne ile fetiis arasindaki bir¢ok metabolik aktiviteyi diizenleyen bir
gecis bolgesidir ve gebeligin sonucunu etkileyen kritik bir organdir. Fetiisiin saglikli
geligebilmesi i¢in, dogru ve tam bir plasental gelisim gereklidir. Plasental gelisimin
normal olmayisi, erken embriyonik Oliimlerin en blylk nedenlerinden birini
olusturmaktadir. Plasental gelisimin saglikli olabilmesi, dogru ve es zamanli bir
sekilde proliferasyonun, hiicrelerin  differansiyasyonunun ve invazyonun
gerceklesmesine baglidir (1).

Okaryotik hiicre siklusu 4 fazdan olusur; G1, S, G2 ve M fazlar1. G1 ve G2
fazlar ara fazlardir ve hiicrenin biiylimesi, protein ve organel miktarin iki katina
cikarilmasit ve boliinmeye hazirlanmasi i¢in zaman araligini olustururlar. G1 fazi
DNA sentezine (S fazi) ve G2 fazi da mitoza (M fazi) hazirlik fazlaridir. Eger sartlar
uygun degilse, hiicre G1°de ilerlemeyi erteleyebilir hatta GO diye bilinen dinlenme
fazina gecgebilir. Sartlar uygun oldugunda ve biiylime ve boliinme i¢in sinyaller
alindigr zaman, GO’daki hiicreler G1 fazina geger (2, 3).

Okaryotik hiicre siklusu, siklinler ve onlara spesifik olan siklin bagimli
kinazlarin (CDK’lar) koordineli bir sekilde galismasiyla diizenlenir ve siklin bagiml
kinaz inhibitorleri (CK1I) tarafindan kontrol edilir (4).

Siklinler, CDK’lar icin diizenleyici alt birimlerdir ve gorevli olduklar1 hiicre
dongiisii evrelerine gore sirastyla 4’e ayrilirlar: siklin D, -E, -A ve -B. Siklin D,
hiicre biiylime sinyali aldiginda sentezlenir. G1 fazinda sentezlenen, GO’dan G1’e
gecisi ve G1/S siir noktasindan gecisi saglayan bir siklin tipidir. Memelilerde ug tip
siklin D vardir: siklin D1, D2 ve D3 (5). Bir siklin D ailesi tyesi olan siklin D3,
retinoblastoma (Rb) proteinini inhibe ve Elangasyon Faktor 2 (E2F) proteinini aktive
ederek, G1’°den S fazina geg¢isi saglar (6). Siklin E, G1 fazinin sonunda sentezlenir ve
hiicrenin DNA replikasyonuna ge¢mesini saglar. Siklin A, S faz1 boyunca sentezlenir
ve DNA replikasyonunun baslamasinda ve G2 fazina gegiste gorev alir. Siklin B ise
G2’den M fazina gegisi kontrol eder ve mitoz olaylarini ilerletir (2, 7).

CDK’lar, Ser/Thr protein kinaz ailesindendir ve kendilerine spesifik olan
siklinlerle birlestiklerinde aktive olurlar (4). Okaryotik hiicrelerde dért gesit CDK
vardir. Bunlar CDK1, -2, -4 ve -6’dir. Bunlardan CDK4 ve -6 siklin D ile, CDK2
siklin E veya siklin A ile ve CDK1 de siklin B ile kompleks olusturur.

Siklinler, gorevli olduklari hiicre siklusu basamag: ile iliskili olarak, bir
yandan sentezlenirken bir yandan da yikilirlar. Bunun aksine, CDK seviyeleri ise
strekli sabittir. Siklin seviyelerindeki degisiklikler, siklin/CDK komplekslerinin
aktivasyonuna ve hiicre siklusu olaylarinin tetiklenmesine neden olur (3).



Kontrol edilemeyen siklin/CDK kompleksi aktivitesi, timor olusumuna
neden olabilir. Bu nedenle, siklin/CDK kompleksi inhibitérleri olan CKi’ler hiicre
dongusunin negatif kontroliinden sorumludurlar (8). CKi’ler, siklinlere, CDK’lara
ya da siklin-CDK komplekslerine baglanarak, CDK’larin aktivitelerini inhibe
ederler. CKI’ler yapisal ve fonksiyonel olarak iki gruba ayrilirlar: Ink4 ve Cip/Kip
aileleri (9, 10). Ink4 ailesi 4 tyelidir: p16™“, p15™%* p18"™*¢ ve p19"™“‘ Bunlar
spesifik olarak, siklin D ile kompleks olusturan CDK4 ve CDK6’y1 inhibe ederler
(9). Cip/Kip ailesinde ii¢ gesit CKI vardir: p21, p27 ve p57 (11). Cip/Kip ailesi
uyeleri, siklin D, -E, -A veya -B/CDK komplekslerine baglanarak aktivitelerini
inhibe edebilir (10). Baz1 dokularda Cip/Kip CKI’lerin ekspresyon paterni,
proliferasyon belirtecleri olan PCNA ve Ki67’nin ve BrdU-isaretli DNA’nin tam
zittim1 gostermistir (12-15). P27 hicre siklusunun G1 fazinda tutuklu kalmasindan
sorumludur (7). P27, D tip siklinler/CDK4 kompleksleriyle giicli ve siklin E/CDK2
kompleksiyle de zayif etkilesimdedir. p27 veya siklin D genlerini icermeyen farelerle
yapilan ¢alismalarin sonuglarina gore, p27 eksik olan farelerde hiperplazi ve tiimor
olusumu, siklin D tipleri eksik olan farelerde ise tam aksine organlarin kiiglilmesi
gozlenmistir (16-21). P57 ise, siklin D/CDKA4, siklin E/CDK2 ya da siklin A/CDK2
komplekslerini inhibe eder ve boylece, G1/S gegisini ve S fazinin tamamlanmasini
engeller (22). P57 geni eksik farelerde organ hiperplazisi, gelisimsel anormallikler ve
o6li dogum gozlenmistir (12, 13).

Hiicre siklusunun ge¢ G1 ve S fazlarinda sentezlenen proteinlerden birisi
PCNA’dir (23). PCNA, DNA sentezi, tamiri ve hicre siklusu dizenlenmesinde
onemli roller oynamaktadir ve proliferasyon i¢in yaygin kullanilan bir belirtegtir
(24).

Ki67, iki izoformu olan bir hiicresel proliferasyon belirtecidir. Hucre siklusu
gerceklestiren hiicrelerde ge¢ G1 fazindan itibaren tiim siklus fazlarinda bulunur
(25). Ki67, hiicrelerdeki mitoz sayisi ile iyi korelasyon gosterir ve PCNA gibi yaygin
kullanilan bir proliferasyon belirtecidir (26).

Preeklampsi, gelismekte olan {iilkelerdeki maternal ve fetal morbidite ve
mortalitenin en ©6nde gelen nedenlerindendir (27). Preeklamptik hastalarin
uteroplasental yapilarinda endotel hiicre hasari, bazal membran biitiinligliniin
bozulmasi, trombosit birikimleri, fibrinoid nekroz, intimal hiicre proliferasyonu ve
miyointimal hiperplazi, diiz kas hucresi proliferasyonu, damar l[imeninde daralmaya
neden olan vazospazm gibi bulgular gorilur. Preeklamptik gebeliklerdeki plasenta
normal gebeliklere gore daha ufaktir ve plasenta/fetiis agirlik orani azalmistir.
Yetersiz intervilloz dolagim yiiziinden 6len villus dokularinin olusturdugu plasenta
enfarktlari, preecklampside en c¢ok gozlenen plasental degisimlerdendir (28).
Preeklampside sinsisyotrofoblast apoptozunda ve villéz sitotrofoblastlarin
proliferasyonunda artis goriilmistiir. Preeklamptik plasentalarda iskemi sonucunda
ortaya ¢ikan hipoksinin sinsisyumlarda olusturdugu zedelenme sonrasi, proliferasyon
yetenegi olmayan bu bdlgenin rejenerasyonu, villoz sitotrofoblastlardaki hiperplazi
ile saglanabilmektedir (29, 30). Ayrica preeklampside ekstravilloz trofoblast
hiicreleri apoptoza ugramaktadir. Arastirmacilar PE’deki azalmis ekstravilloz
trofoblast invazyonuna bu artan apoptozun neden oldugunu 6ne siirmektedirler (30,
31).



Diabetes Mellitus (DM) akut metabolik komplikasyonlara ve uzun dénemde
vaskiler, renal, retinal ya da noropatik bozukluklara yol agan, morbidite ve mortalite
riski yiiksek bir hastaliktir (32-34). Diyabetik gebelikler, hem anne hem de fetlis
acisindan riskli gebeliklerdir. Bu risklerden bazilari; fetiiste makrozomi, spontan
abortus, konjenital malformasyonlar, 6lii dogum, polihidramniyoz ve annede
hipertansiyon, ketoasidoz, retinopati, ndropati, nefropati ve preeklampsidir (35, 36).
DM’li hastalarin plasentalarinda en sik gbzlenen anormallik villéz immatiiritedir
(28). Villoz immatrite, plasental bariyer mesafesini arttirarak kronik fetal hipoksiye
yol agmaktadir (37). Diyabetik plasentalarin ¢ogu normal plasentalara gére daha
baylktir (38). Villuslar1 olusturan hiicrelerin ¢ogunda proliferasyon artmaktadir.
Ornegin, villoz stromal fibroblastlar, villoz makrofajlar, endotel hiicreler ve villoz
sitotrofoblastlar DM’de sayica artmistir (28). DM hastalarinda, Sitotrofoblastlarin
sinsisyotrofoblasta  farklilagmasini  uyaran epidermal biiyiime faktoriiniin
reseptorliniin - ekspresyonu azalmistir. Bu nedenle, villoz sitotrofoblastlar
farklilagsmaktan ziyade proliferasyon gosteriyor olabilir (39).

Intrauterin biiyiime geriligi (IUGR) perinatal mortalite ve morbidite agisindan
onemli bir klinik problemdir. IUGR’l1 bebeklerde intrauterin 6lim, ndérolojik
bozukluklar, konjenital malformasyonlar, hipotermi, hipoglisemi, hipokalsemi,
polisitemi, trombositopeni ve enfeksiyon riski fazladir (40). IUGR’da, artmis
sinsisyotrofoblast apoptozunun etkili oldugu gosterilmistir (30). IJUGR’da terminal
villuslar, bilinmeyen sebeplerden dolay1 gelismemistir. Buna bagli olarak materno-
fetal degisim yiizeyi azalmis ve materno-fetal diflizyon araligi artmistir. Ayrica Vvill6z
sitotrofoblast apoptozunda artis ve stromal kapillerlerin sayilarinda azalma vardir
(41). TUGR’l1 plasentalar normalden daha kiigiik ve hafiftir. IJUGR’da plasentada
g0zlenen bu degisikliklerin, trofoblastlarin spiral arterlere yetersiz invazyonu ve
dolayisiyla azalmis uteroplasental perfiizyon nedeniyle ortaya c¢iktigi
diistiniilmektedir (28). Normalde genelde merkezi duruslu olan gébek kordonu,
IUGR’da cogunlukla ekzentrik yerlesimlidir. Bu durum, plasental dolagim1 olumsuz
yonde etkilemektedir (42).

Yapmis oldugumuz ilk trimester insan plasentast c¢alismamizda PCNA
proteinin plasental villo6z dokuda sitotrofoblast hicrelerinde, villoz stromal
hlcrelerinde ve az da olsa sinsisyotrofoblast tabakasinda varligini tespit ettik. Ayrica
hiicre kolonlarinin hem proksimal hem de distal kisminda bulunan ekstravilloz
trofoblast hiicrelerinde immuno pozitif oldugunu belirledik. Ki67 proteinin PCNA’ya
benzer bir boyanma gosterdigi PCNA’dan farkli olarak sadece villéz dokudaki
sinsisyotrofoblast tabakasinda bulunmadig tespit edildi.

P27 proteini sinsisyotrofoblast tabakasinda mevcutken p57 proteini immiino
negatifti. Villoz sitrofoblast hiicrelerinde ise p27 proteini ile karsilagtirildiginda p57
proteininin daha fazla miktarda varlig1 tespit edildi. Villoz stromal hiicrelerde, hiicre
kolonlarinin hem proksimal hem de distal kisminda bulunan ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinde p27 ve p57 proteinlerinin varliginin ayni miktarda oldugu tespit edildi

(43).

Siklin D3 ilk trimester plasentada sinsisyotrofoblast ve hiicre kolonlarinin
distal kismindaki ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde mevcut degilken, villoz



sitotrofoblast ve hiicre kolonlarmin proksimal kismindaki ekstravillz trofoblast
hicrelerinde immino pozitiftir. Bu hiicrelerdeki ekspresyon term plasentasinda
goriilmemistir. Term plasentasinda Ki67 ilk trimesterdekilerle ayni tip hiicrelerde
boyanma gostermistir. Term plasentasimda p27 ve p57 sinsisyotrofoblastta mevcut
degilken, villoz sitotrofoblast hiicrelerinde eksprese olmaktadir. P27 proteini hiicre
kolonlarinin hem distal hem de proksimal kismindaki ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinde mevcut iken, p57 proteini proksimal kisimdaki ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinde negatif iken, distal kistmdaki ekstra villoz hiicrelerinde immiin pozitiftir

D).

Preeklamptik ve IUGR'll plasentalarin trofoblast hiicrelerinde normal
olmayan bir hucre siklusu mekanizmasinin ¢alistigi ve buna bagl olarak artan bir
apoptoz mekanizmasiin var oldugu bilinmektedir (44). Preeklamptik ve TUGR'1
plasentalarda Ki67 proteinin dagiliminin normal plasentalara benzer oldugu yoniinde
hipotezler mevcuttur (45). Oysa hem preeklamptik hem de IUGR'li plasentalarin
gelisimlerinde apoptozun daha fazla olmasi ileri siiriilen hipotezin tartisilabilir
oldugunu gostermektedir. Diger yandan preeklamptik ve IUGR'lh plasenta
eksplantlariyla yapilan ¢alismada, trofoblast hiicrelerinde asir1 bir apoptoz ve eksik
proliferasyon stimiilasyonu tespit edilmistir (46).

Plasental gelisim, esasen trofoblast proliferasyonu ve differansiyasyonun
koordinasyonuna bagli olmasina ragmen, trofoblast proliferasyonunun ve
differansiyasyonun senkronizasyonunu saglayan mitotik regiilatorlerin rolii hakkinda
¢ok az bilgi bulunmaktadir (1). Trofoblast proliferasyonunun differansiyasyonla nasil
koordine oldugu ve hangi faktorlerin, trofoblastlarin boliinmesini veya differansiye
olmasini sagladigi hakkindaki bilgiler kisithdir (43). Preeklamptik, diyabetik ve
intrauterin buylme geriligine sahip plasentalar normal gelisim gostermemektedir.
Bunun yanisira, preeklampsi, diyabet ve intrauterin biiylime geriliginin, trofoblast
proliferasyonu ve differansiyasyonun koordinasyonunu nasil etkiledigi tam olarak
bilinmemektedir. Bu nedenle, hiicre siklusu regdlatorlerinin patolojik insan term
plasentasindaki rollerini anlamak, bize bu konuda son derece yararli bilgiler
kazandirabilir. Bu ¢alismada, PCNA, Ki67, siklin D3, p27 ve p57 gibi hicre siklusu
regulatorlerinin, preeklampsili, diyabetik ve intrauterin blylme geriligi tablosu
gosteren insan term plasentalarindaki immiinohistokimyasal dagilimlarini belirlemek
amaglanmistir.



GENEL BIiLGILER

2.1. Plasenta

Sadece memelilerde goriilen plasenta, embriyo gelisimi sirasinda koryon ve
uterus mukozasinin farkli sekillerde kaynasmasi ile meydana gelen gecici bir
organdir. Plasenta anne ile fetlis arasindaki baglantiyr olusturmaktadir. Dogum
Oncesi siirecte, fetlis bir anlamda parazittir ve onun gelisip biiylimesine olanak
saglayan yapi plasentadir. Fetiisiin yasamasi ve gelisimi icin vazgecilmez
fonksiyonlar1 vardir. Plasentanin baslica fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir;

e Fetiise gerekli oksijen ve besin maddelerinin saglanmasi

e Metabolik artiklarin ve karbondioksitin fetlisten uzaklastirilmasi

e Endokrin etkisi ile annede gebelik ve dogum ile iligkili degisikliklerin
olusturulmasi (Plasentadan sentezlenen hormonlar: protein hormonlardan
human koryonik gonadotropin (hCG), human plasental laktojen (hPL),
human koryonik tirotropin (hCT), human koryonik somatomammotropin
(hCS), human koryonik adreno-kortikotropin (hCACTH) ve steroid
hormonlardan progesteron ve dstrojen)

e Yabanci cisim olan fetiisiin reddinin 6nlenmesi

o Gebeligin saglikli sekilde devami igin gerekli olan spiral arterlerdeki
degisimlerin olusturulmasi

e Ozellikle gebeligin erken dénemlerinde embriyo ve fetils icin besin ve enerji
kaynagi olusturan glikojen, kolesterol ve yag asitlerinin sentezlenmesi

e Fetiisiin zararl etkilerden korunmasi

Gebeligin devami ve normal fetiis gelisiminin olabilmesi, bu genis kapsamli
islevlere baglidir (28, 47, 48).

2.2. Plasentanin Gelisimi

Plasentanin gelisimi karmasik bir mekanizmadir ve dogru sekilde
gergeklesirse saglikli bir gebelik elde edilir. Plasenta gelisiminde sorunlar ortaya
cikarsa, anne ve fetiis agisindan olumsuz sonuglar dogacak ve fetiis gelisimi dizgin
sekilde gerceklesmeyecektir.

2.2.1. Prelaktinar Evre

Prelakiinar evre, koitus sonrasi (pc, post koitus) 8. giine kadar gecen evredir.
Plasentanin olusumu, blastosistin endometriyuma implantasyonuyla (insanda pc 6-7.
giinlerde) baslar. Bu evrede, blastosist zona pellusidadan kurtulmustur ve 107-256
hiicreden olusmaktadir. Blastosistin periferinde dizilmis olan ve baslangicta tek sira
halindeki hiicrelerden olusan tabakaya trofoblast, icteki hiicrelere ise embriyoblast
(ic hicre kitlesi) denir. Hiicre soy arastirma (lineaj) calismalari, plasenta ve fetal
zarlarin blyUk Olctde trofoblastlardan, embriyo ve gobek kordonunun ise yalnizca
embriyoblastlardan kdken aldigini gostermektedir.



6. giinde, blastosist i¢ hiicre kitlesine yakin bolgedeki (embriyonik kutup)
trofoblastlar (polar trofoblastlar) araciligiyla endometriyal epitele yiizeyel olarak
tutunur. Endometriyal epitele tutunduktan sonra, trofoblastlar hizla ¢ogalmaya baslar
ve iki farkli tabakaya farklilasir (sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast) (7. giin) (Sekil
2.2.3, b) (28, 48). Trofoblast farklilasmasini ¢ok hassas bir sira ile hem hiicre i¢i hem
de hiicre dis1 ortam faktorleri kontrol eder (49). Sitotrofoblastlar (Langhan’s
hlcreleri), icte yer alan, maternal dokularla temas etmeyen, mitotik olarak aktif
hiicrelerdir. ~ Mitotik  olarak  aktif olmayip, sitotrofoblastlardan  gelisen
sinsisyotrofoblast ise tek nikleuslu sitotrofoblastlarin kaynasmasi ve hiicre zarlarinin
kaybolmasi ile olusan ¢ok niikleuslu bir hiicre kitlesidir ve dis kisimda yer alir.
Boylece bu donemde blastosistte, i¢te hiicre smirlar1  net izlenebilen
sitotrofoblastlardan olusan tabaka ile dista hiicre sinirlar1 belirgin olmayan bir hiicre
kitlesi seklinde izlenen sinsisyotrofoblast tabakasi izlenir (48).

Trofoblastlarin ¢ogalmaya devam etmesiyle birlikte, ¢ok invazif olan
sinsisyotrofoblast tabakasi hizla embriyonik kutba dogru genisler. Sinsisyotrofoblast,
blastosistin endometriyum igine gomiilmesi i¢in maternal dokular1 pargalayan
proteolitik enzimler salgilar. Endometriyum dokulari, kapillerler, bag dokusu ve
bezler sinsisyotrofoblast tarafindan erozyona ugratilir, dolayisiyla endometriyum
asmir. Boylece, sinsisyotrofoblastlarin parmaga benzer uzantilar1 endometriyum
icinde derinlere invaze olur ve blastosist endometriyal stroma icine gémulmeye
baslar (50-52).

Blastosist implante olurken endometriyum desidualizasyon (desidual
reaksiyon) olarak bilinen bir transformasyon gecirir. Desidualizasyon, progesterona
bagli olarak blastosistin implantasyonu ve beslenmesi i¢in endometriyumda meydana
gelen degisikliklerdir. Implantasyon alan1  etrafindaki stromal hiicreler
sitoplazmalarinda glikojen ve lipid biriktirir ve polihedral bir goriiniim alir. Bu
hlcreler, desidual hiicreler olarak adlandirilir. Desidualizasyon ilk olarak embriyo
cevresinde goriiliirken daha sonra tiim endometriyuma yayilir. Desidua (gebelik
endometriyumu) ii¢ tabakadan olusur; a) Desidua bazalis, implantasyon bolgesidir, b)
Desidua kapstlaris, gelisen blastosisti ¢evreleyip onu uterus boslugundan ayirir ve ¢)
Desidua pariyetalis, geri kalan tim endometriyumu kapsar (12-14. haftalardan sonra
bliyliyen fetiis uterus boslugunu doldurur ve bdylece desidua kapsiilaris ile
pariyetalis birlesir.) (53, 54).

2.2.2. Lakunar Evre

Postkoitum 8. glinden itibaren sinsisyotrofoblastin igerisinde siviyla dolu
kiigiik vakuoller ortaya c¢ikmaya baglar ve bu vakuoller birleserek lakiinalari
meydana getirir. Bu nedenle bu evreye “lakiinar evre” adi verilir. Lakiinalar
birbirinden sinsisyotrofoblastin olusturdugu trabekiil denilen yapilarla ayrilir (Sekil
2.2.¢). 10. gilinde, sinsisyotrofoblast i¢indeki lakiinalar iyice blyiimiistiir. 11. gun,
bitisik lakiinalar, lakiinar ag orgiisii olusturmak {izere birbirleriyle kaynasirlar ve
bunun sonucunda sinsisyotrofoblast siingerimsi bir goriinim kazanir. Lakiinar ag
Orgiisiiniin olugmasi sonucunda plasentanin tabakalar1 meydana gelmeye baglar: a)
trofoblastlarin embriyoya bakan kisimlar1 primer koryonik plagi, b) lakiinar ag
Orgiisii intervilloz araligi, c) trabekiiller villuslart ve d) trofoblastlarin maternal
dokulara bakan kisimlar1 primitif bazal plagi (trofoblastik kabuk) olusturur (28, 48).



Sinsisyotrofoblast tabakasi endometriyum stromasinin daha derinlerine dogru
ilerler ve maternal kapilleri asindirir. Bu sayede, maternal kan lakiinalara dogru
akmaya baglar (55).

Gebeligin birinci haftasinin sonunda baslayan blastosist implantasyonu, ikinci
haftanin sonuna dogru (12. gunde) tamamlanir. Bu islem molekiiler diizeyde
olusmaktadir ve cesitli faktorlerin etkisi altindadir. Degisik biiyiime faktorleri,
steroidler ve sitokinlerin etki ve diizenlemesi s6z konusudur (54).

Gebelik ilerledikce sinsisyotrofoblastik tabaka tiim blastosist ylzeyini kaplar.
12-13. ginlerde endometriyum epitelinin dejenere oldugu bolge fibrin plak ile
kapatilir.

12. giinden itibaren sitotrofoblastlar trabekiillerin i¢inde ilerlemeye baglar ve
14. giinde trofoblastik kabuga ulasir (Sekil 2.2.d). Bdylece ilk defa sinsisyotrofoblast
disindaki bir embriyonik doku maternal dokularla direkt olarak temasa geger (56,
57).

14. giinde ekstraembriyonik mezensimal hiicreler sitotrofoblastlarin i¢
yiizeyine gog eder ve burada sitotrofoblastlarla birlikte koryonik plagi olusturur (58).

2.2.3. Erken Villoz Evre

13. glnden itibaren trabekillerin icindeki sitotrofoblastlar proliferasyon
gecirerek lakiinalara dogru parmaksi ¢ikintilar olusturur. Dista sinsisyotrofoblasttan
icte de sitotrofoblastlardan olusan bu yapilara primer villus adi verilir (Sekil 2.2.3.A)
(59, 60). Kisa bir siire sonra, koryonik plaktaki ekstraembriyonik mezensimal
hiicreler sitotrofoblastlar1 takip ederek trabekiillere ve oradan da primer villuslarin
merkezine go¢ eder ve boylece sekonder villuslar olusur (Sekil 2.2.e) (Sekil 2.2.3.B).
Yaklagik 21. giin, villus mezensiminde mezensimal hiicrelerden farklilagsan
hemanjiyoblastik prekiirsor hiicrelerin olusturdugu endotel hiicreler gozlenir. Villus
mezengiminde ilk fetal kapillerlerin olugmasiyla birlikte yapi tersiyer villus adini alir
(Sekil 2.2.f) (Sekil 2.2.3.C) (61, 62). Bu sirada, villuslardaki sitotrofoblastlar
prolifere olur ve sinsisyotrofoblast tabakasinin igine dogru genisleyerek trofoblastik
kabuga ulasir. Bu kabuk giderek koryon kesesini sarar ve endometriyuma baglar.
Trofoblastik kabuk araciligi ile maternal dokuya baglanan villuslar demirleyici
(anchoring) villuslar adin1 alir. Demirleyici villuslarda biriken sitotrofoblastik hicre
yigimlar1 hiicre kolonlar1 adini alir (63). Hiicre kolonlarindaki bazi sitotrofoblastlar
(intersisyal ekstravilloz trofoblastlar) trofoblastik kabuktan ilerleyerek endometriyal
stromay1 invaze eder ve plasental yatakta spiral arterleri cevreleyen dev hicreleri
olusturur. Bunlarin bir kolu (endovaskiiler ekstravilloz trofoblastlar) spiral arter
duvarlarina geger ve buralara invaze olur (56, 57). Spiral arterler, endovaskler
trofoblastlar tarafindan transforme edilir (¢eperlerindeki damar diiz kas hiicreleri
tahrip edilir ve endotelin yerine trofoblastlar gecer.) Vaskiiler degisiklikler intervilloz
araliktan miyometriyumun ilk tigte birlik kismima kadar uzanir. Sonugta spiral
arterlerde periferik direng ve kan basinci diiser (57).
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Sekil 2.2. Erken plasental gelisimin sematize edilmis hali. a, b: Prelakinar evreler ¢: Lakiinar evre d:
Lakunar evreden villéz evreye gecis e: Sekonder villus evresi f: Tersiyer villus evresi.
Maternal dokular kirmizi, fetal dokular mavi, maternal ve fetal fibrinoidler mor renktedir.
(E: endometriyum epiteli, EB: embriyoblast, CT: sitotrofoblast, ST: sinsisyotrofoblast,
EM: ekstraembriyonik mezoderm, CP: primer koryonik plak, T: trabekul ve primer villus,
L: lakiina, TS: trofoblastik kabuk, EV: endometriyal damar, D: desidua, RF: Rohr
fibrinoidi, NF: Nitabuch fibrinoidi, G: trofoblastik dev hiicre EVT: ekstravilloz trofoblast,
BP: bazal plak, PB: plasental yatak, J: baglant1 zonu, M: miyometriyum) (28)
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Sekil 2.2.3. Villus yapilarinin (primer, sekonder ve tersiyer villuslar) enine kesitleri. A: Primer villus,
B: Sekonder villus, C: Tersiyer villus (47).

Villuslardaki kapillerler arteriyokapiller agi olusturacak sekilde birlesir;
bunlar da daha sonra, koryon ve baglanti sapimnin mezensimi iginde farklilagan



damarlar araciligiyla embriyonik kalp ile iliski kurarlar. Boylece 3. haftanin sonunda
kalp atimi1 basladiginda fetal kan damarlar1 fonksiyonel hale gelir ve plasental
dolasim baslar. Intervilloz bosluklardaki anne kanindan oksijen ve besin maddeleri
villuslarin duvarindan diflizyonla embriyo kanina gecer. Karbondioksit ve metabolik
artik trtinler fetal kapillerlerden difiizyonla villus duvarini gecerek anne kanina
karisir. Fetoplasental dolasim sisteminin tamamlanmasi, fertilizasyondan sonraki
besinci haftanin basina rastlar (64).

Villuslar sekizinci haftanin basina kadar koryon kesesini her tarafindan orter.
Bu kese biiyiirken, villuslar yakin komsuluk i¢cinde bulunduklar1 desidua kapsiilaris
tarafindan sikistirilir ve bu bolgelerde kan dolasimi azalir. Buralardaki villuslar daha
sonra atrofiye ugrayarak kismen damarsiz bir alan olan koryon leve yani diiz
koryonu olusturur. Desidua bazalis ile iligkili olan villuslar ise hizla sayilarini
artirirlar, dallanirlar ve genislerler. Bu sagaklanmis koryon kesesi, koryon frondozum
yani vill6z koryon adini alir.

2.3. Plasentanin Boliimleri

Insan plasentas: iki kistmdan olusan feto-maternal bir organdir. Bunlar,
koryon kesesinden gelisen fetal kisim (pars fetalis) ve endometriyumdan kdken alan
maternal kisimdir (pars materna).

2.3.1. Plasentanin Fetal Kismi

Koryon frondozumdan gelisen koryonik plak ve bu plaga bagl villuslardan
olusur. Villuslar, anne kanmin dolastig1 lakiinalar i¢inde uzanirlar ve direkt olarak
anne kani ile temas ederler.

Koryonik plagin fetise bakan yuzi amniyon epiteliyle ve intervilloz bosluga
bakan yiizii de sinsisyotrofoblast tabakasi ile ortiiliidiir. Amniyon, tek katli epitel ve
vaskiiler olmayan amniyon mezensiminden olugmaktadir. Amniyon mezensimi,
kompakt, fibroblast ve siingerimsi olmak tlizere 3 tabakadan olugsmustur. Kompakt
tabaka hiicrelerden yoksun retikiiler aglardan olusan siki bir tabakadir. Fibroblast
tabaka en kalin tabakadir ve stroma i¢ine gomiilmiis fibroblast hiicrelerinden olusur.
Stingerimsi tabaka ise amniyon ile koryon arasindaki bosluklu tabakadir (Sekil
2.3.1).



r Amniyon epiteli
Kompakt tabaka
Fibroblast tabaka

Slingerimsi tabaka

Koryonik mezensim

Prolifere olan trofoblastik kok hiicreler

Sitotrofoblastlar iceren Langhans
fibrinoidi
Sinsisyotrofoblast tabakasi

intervilloz aralik

Sekil 2.3.1. Plasentanin fetal kisminin yapisi (28).

2.3.2. Plasentamin Maternal Kisnm

Bazal plak ve plasental septumlardan olusur. Bazal plak, ekstravilloz
trofoblastlar, desidual stromal hicreler, Dogal 6ldiiriicii (NK) hticreler gibi maternal
immun hicreler ve yogun sekilde ekstraselluler matriks ve fibrinoid igermektedir
(52). Bazal plaktan sonraki kisim da yine maternal ve fetal dokularin karisimindan
olusan plasental yataktir. Ancak, bazal plagin aksine plasental yatak dogum sirasinda
atilmaz. Bazal plak ve plasental yatak birlikte baglant1 zonu olarak adlandirilir (28).

Plasentanin bi¢imi villuslarin kalici alanlarinin bi¢imi tarafindan belirlenerek,
sonugta plasenta disk bigimini alir. Plasenta bi¢iminin belirlenmesi sirasinda,
villuslar desidua bazalise dogru yayilirken desidua dokusu intervilloz boslugun
genislemesine izin verecek sekilde erode olur. Bunun sonucunda, plasental septumlar
ad1 verilen ¢ok sayida licgen seklinde desidua alanlari ortaya ¢ikar ve bu septumlarin
uzantilar1 bazal plaktan koryonik plagin i¢ine dogru uzanir. Plasental septumlar,
plasentanin maternal kismini kotiledonlar ad1 verilen dis biikey alanlara ayirirlar. Her
bir kotiledon, iki veya daha ¢ok kok villusu ve onun ¢ok sayida dallarini igcerecek
sekilde plasentanin maternal ylzinde gorilebilir (Sekil 2.3). Dordiincii ayin sonunda
desidua bazalis neredeyse tumuyle kotiledonlarla kaplanmistir (28, 63).
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Gobek kordonu Desidua bazalisin
Kotiledon cikarildigi bolge

Amniyon i

Koryonik plak

Koryonik :
damarlar B

Sekil 2.3. Insan term plasentasinin dis goriiniimiiniin gizimi. A: Fetal yiiz. Koryonik plak ve gobek
kordonu, amniyon ile értaliddr. Sekilde amniyon, koryonik plak ve damarlarin goriilmesi
icin ayrilmistir. B: Maternal yiz (47).

Insan plasentas1 hemokoryal tipte bir plasentadir. Hemokoryal tipteki
plasentalarin iki ana Ozelligi vardir; fetal ve maternal dolasimlar birbirinden
tamamen ayridir, birbirine karigsmazlar ve intervilloz araliktaki maternal kan direkt
olarak villus yuzeyindeki trofoblastlar ile temas halindedir. Kapiller duvardaki nadir
yirtilmalar disinda fetal ve maternal kan birbiri ile karigsmaz. Fetal ve maternal kanin
birbiri ile karismasin1 engelleyen yapi daha ¢ok fetal dokulardan olusan plasental
bariyerdir. Plasental bariyer baslangicta su tabakalardan olusur; 1- sinsisyotrofoblast
2- sitotrofoblast (1. trimesterde devamlilik gdsterir, 2 ve 3. trimesterde kesintilidir) 3-
trofoblastik bazal membran 4- villoz bag doku 5- fetal kapiller endotelinin bazal
membran1 6- fetal kapiller endoteli. Plasental bariyer, molekiil yapis1 belirli
biiyiikliikte, belirli konfigiirasyonda ve belirli bir ylikte oldugu zaman gercek bir
bariyer gibi hareket eder. Bazi metabolitler, toksinler ve hormonlar anne kaninda
bulunsalar da, embriyo ya da fetlisi etkileyecek konsantrasyonlarda plasental
bariyerden gecemezler. Anne plazmasindaki pek ¢ok ilag ve diger maddeler ise
plasental bariyeri asabilir ve fetiis plazmasina gegebilir (28).

Villuslar makroskopik olarak aga¢ gibi yapilanmislardir. Her bir villoz agact
(60-70 adet) plasentanin koryonik plagindan kalin bir kok ile ¢ikar ve ileriye dogru
gittikge dallanir. Bunlarin ¢ogu intervilloz aralikta serbestce yilzer ve yizen
(floating) villuslar olarak adlandirilir, geriye kalanlarsa (demirleyici villuslar)
maternal stroma igine girer. Her bir villus agaci ve etrafindaki intervilloz aralik,
fonksiyonel bir iiniteyi olusturur. Bu fonksiyonel {initeye “plasentom” adi verilir ve
plasentada 60-70 tane plasentom bulunur. Her bir plasentom ortalama 2-4 cm
biiytikligiindedir (66).

Plasental gelisim boyunca, yapisal ve fonksiyonel 6zellesmeler sergileyen
bircok villus tipi ortaya ¢ikmaktadir. Villus tipleri yapisal ve fonksiyonel olarak
farkliliklar sergilese de tiim villuslarin temel yapilart aynidir:

a) En dista siirekli bir sinsisyotrofoblast tabakasi vardir. Sinsisyotrofoblastin
proliferatif aktiviteleri yoktur ve sitotrofoblastlardan gelisirler. Sitotrofoblast
niikleuslarinin  kaynagmasi, hiicre zarlarimin kaybolmasi ve morfolojik
degisikliklere ugramalariyla olusan c¢ok niikleuslu bir hiicre Kkitlesidir.
Baslangigta biiyiik, ovoid ve okromatinden zengin olan niikleuslar, kiguk
nikleuslu, siki  kromatin  yapist iceren hiicreler haline gelir.
Sinsisyotrofoblastin intervilloz araliga bakan yiizleri, materno-fetal etkilesim
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b)

d)

alanim artiran mikrovilluslarla kaplhidir. Bunlarla birlikte toplam villus yizey
alant  termde 7.67 kat artmaktadir.  Ultrastriiktiirel  caligmalar
sinsisyotrofoblastin emilim ve hormon salgilanmasi ile iligkili oldugunu
gostermektedir. Iyi gelismis Golgi kompleksi, yaygin graniiler ve agraniiler
endoplazmik retikulum, bol mitokondri ve lipid damlalar1 igerirler. Bu
tabakadan Ostrojen, progesteron, hCG ve laktojenler salgilanir (28).

Sinsisyotrofoblastin  altinda ¢ogalma yetenegi olan hiicreler olan
sitotrofoblastlar (Langhan’s hucreleri) bulunur. Sitotrofoblastlar, mitotik
olarak aktif olan ve sinsisyotrofoblasti olusturan tek nukleuslu hucrelerdir.
Bunlar daginik kromatin igeren biiyiik niikleuslu, kiibik yapida hiicrelerdir.
Sitoplazmalarinda glikojen, vakuoller ve az miktarda organeller vardir.
Sitotrofoblastlarin da steroid hormonlar1 ve hCG drettikleri bilinmektedir.

Trofoblastik bazal membran sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast tabakalarini
villoz stromadan ayirir. Normal kosullarda, trofoblastik bazal membranin
kalinlig1 ortalama 20-50 nm arasindadir.

Villusun ortasini kaplayan villoz stroma, villus tipine gore degisen farkli
sayida ve tiplerdeki bag dokusu hiicreleri, bag dokusu lifleri ve fetal
damarlardan olusmaktadir. Villoz stroma, fetal mezensim kokenlidir ve
stromada damarlar, damarlar1 cevreleyen kontraktil hiicreler, bag doku
hiicreleri ve degisen sayida fetal makrofajlar (Hofbauer hiicreler) bulunur.
Farklilasmamis stromal hiicreler olan mezensimal hiicreler, gebeligin ikinci
ayinin sonuna kadar egemen hiicre tipidir. Gebeligin sonlarina dogru
genellikle sadece kok villuslarda ve kalan az miktardaki mezensimal ve
immatiir intermediyet villuslarda gozlenirler. Bu hiicreler, kiigiik, igsi sekilli
ve az sitoplazmalidir. Ikinci ayin sonundan itibaren stromal yap1 ve igerikte
biiyiik olciide degisiklikler baslar. Villuslarin merkezi kisimlarindan baslayip
cevresine dogru yayilacak sekilde, mezensimal hiicreler retikulum hiicrelerine
ve fibroblastlara farklilagsmaya bagslar. Retikulum hiicrelerinin uzamis hiicre
govdelerinden birgok uzun, ince sitoplazmik uzantilar ¢ikar. Bu uzantilar
komsu hiicrelerin uzantilariyla birleserek immatiir intermediyet villuslardaki
stromal kanallar1 olusturur. Fibroblastlar ise daha ¢ok kok villuslardaki ve az
miktarda da immatiir intermediyet villuslardaki biiyiikk damarlarin
cevrelerinde yerlesimlidir. Villoz stromanin sabit bag dokusu hiicreleridir.
Retikulum hiicrelerinin aksine fibroblastlarin kisa, kalin ve az sayida
uzantilar1  vardir. Gebeligin ge¢ evrelerinde, mezensimal hiicreler
miyofibroblastlara farklilasir (67). Fetal damarlar1 ¢evreleyen bu kontraktil
hiicreler, parakrin etkileriyle fetal damarlarin kontraksiyon ve dilatasyonunu,
bu yolla da fetal dolagimi diizenlerler. Hofbauer hiicrelerinin makrofaj
karakterinde oldugu yapilan morfolojik, sitokimyasal, histokimyasal,
immiinolojik ve immiinohistokimyasal caligmalarla kanitlanmistir. Bunlar
yuvarlaga yakin sekilli, periferal nikleuslu ve vakuollii sitoplazmaya sahiptir.
Villoz stromada az miktarda mast hiicresi de bulunmaktadir. Bunlarin yani
sira, villoz stroma farkli ¢esit ve biiyiikliiklerde fetal damarlar icermektedir.
Buyuk kok villuslarda damarlar genellikle arter ve venler iken, periferal
dallarda damarlarin ¢ogunlugu kapiller ve siniizoiddir (28).
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2.4. Villus Agacinin Yapisi
Bir villus agacinda bulunan yapilar, buylkltkleri, stroma karakterleri ve fetal
damarlarin 6zelliklerine gore 5 tip’e ayrilabilir (Sekil 2.4.1) (28, 59, 66);

Sekil 2.4.1. Villus tiplerinin enine kesitleri. (A) Mezensimal villus, (B) Immatiir intermediyet villus,
(C) Kok villus, (D) Matir intermediyet villus, (E)Terminal villus. A¢ik gri renkli
villuslar1 ¢evreleyen yapi sinsisyotrofoblast, sinsisyotrofoblast yanindaki koyu gri
hiicreler sitotrofoblast, villusun merkezindeki beyaz kisim villoz stroma, stromadaki gri
ve koyu grili hicreler stromal hicreler, B’deki stromal kanallarin igindeki agik gri
hiicreler makrofajlar, C’deki stromanin merkezindeki gri yuvarlak yapilar kék villusun
arter ve veni, ici koyu gri renkli olan oval ve yuvarlak yapilar ve bunlari saran hiicreler
kapillerler ve endotel hiicrelerdir (52).

2.4.1. Kok (Stem) Villus (KV)

Plasental agacin kokiidiir. Caplari 8dm’den bi rka¢c milimetreye kadar
degisir. KV’lar, villus agacindaki yapilarin mekanik destegini saglar. Tekdiize ve
kalin bir trofoblastik ortiisii vardir. Yogun fibroz bir stroma igerir. Stroma, i¢inde
siklikla fibroblastlarin ve ¢ok seyrek olarak da makrofajlarin bulundugu, ¢ok yogun
kollajen lif demetleri ile karakterizedir. Makrofajlar, stroma iginde esit sekilde
dagilmigtir.  Stromadaki daha merkezi yerlesimli bag dokusu hiicreleri
miyofibroblastlar iken, daha periferde yerlesenler ise kasilamayan fibroblastlardir.
Miyofibroblastlar, kok villus damarlar1 g¢evresinde yogun bulunur ve bunlara
perivaskiiler kilif denir. Stromanin periferindeki hiicreler, prolifere olan kok hiicreler
iken; merkezindeki hiicreler ise en ¢ok farklilasmis hiicrelerdir. Kok villusun
ortasinda yerlesimli olan, adventisya ve medya tabakalar1 izlenebilen arter, ven ve
genis arteriyol ve veniiller vardir. Fetal damarlar ile intervilloz mesafedeki maternal
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dolasim arasinda genis mesafe vardir ve dolayisiyla gaz ve besin aligverisinde aktif
rol almazlar. KV’lar su yapilardan olusur:

a) Villus agacinin ana kokleri olan ve villus agacini, koryonik plaga baglayan
truncus chorii,

b) Ana kokten tiireyen, 4 nesil kisa ve kalin dallanmalar (rami chorii),

¢) Villus agacinin periferine uzanan, 2 ile 30 aras1 (ortalama 10) nesil olan, daha
ince ve duzensiz dallanmalar (ramuli chorii),

d) Kok villuslarin 6zel bir grubu olan ve hiicre kolonlariyla bazal plaga tutunan
demirleyici villuslar.

Bu yapilarin ¢aplari, 80 pum (en kui¢tik ramuli chorii) ile 3 mm (koryonik plak
yakinindaki bazi truncus chorii’ler) arasinda degisir.

2.4.2. Matiir Intermediyet Villus (MIV)

Uzun, ince ve ¢aplar1 60—160 um arasinda olan periferik dallardir. Stromalart,
diizensiz, gevsek bag dokusu lif demetleri ve bag dokusu hiicrelerinden olusur. Matiir
intermediyet villuslarda fetal dolagima ait arteriyol, veniil ve kapillerler bulunur.
Damarlarinin 151k mikroskobuyla tespit edilebilen medya ve adventisya tabakalari
yoktur. Ileri derecede fetal damarlanmalar1 ve genis feto-maternal degisim yiizeyi
sayesinde, feto-maternal madde degisiminde ¢ok Onemlidirler. 3. trimester basinda,
mezengimal villuslarin farklilagmasiyla olusurlar. Terminal villuslari olustururlar.

Matiir intermediyet villuslara doniisiimiin gecikmesi durumunda; mezensimal
ve immatlr intermediyet villuslar ¢ogunlukta olur, villus agaci ¢ok biiyiir ve ¢ok
buyuk ama fonksiyonel olarak yetersiz bir plasentaya neden olur.

Cok erkenden matiir intermediyet villuslara doniisiim ise; villus gelisiminin
zamansiz olarak durmasina, prematiir farklilasmaya, ¢ok kiiciik bir plasentaya ve
plasentanin ¢ok farklilasmis olmasina ragmen yeterli madde degisimi yiizeyi
saglayamamasina yol acar.

2.4.3. Terminal Villus (TV)

MIV’larm ileri derecede damarlanmis olan ve genislemis siniizoidler igeren
{iziim benzeri son kisimlaridir. MiV’lara genellikle dar bir boyun bélgesiyle
baghdirlar. Caplar1 30-40 pm aramdadir. Ince bir sinsisyotrofoblast tabakasiyla
kaplhidir. Stromalarinda lifler ve hiicreler azdir; makrofajlar nadir bulunur.
Stromasinda 1-6 arasinda kapiller bulunur. Damarlanmanin ¢ok olmasi ve materno-
fetal difiizyon mesafesinin ¢ok kisalmasi (ortalama 3.7 um) nedeniyle, anne ile fetis
arasindaki madde degisiminin en etkili ve hizli oldugu yapilardir. Terminal villuslar
termde baskin konuma gecer ve villus yapisinin %30-40’1n1 olustururlar. Diger villus
tiplerinin aksine, TV lar, bagka yapilardan gelisen aktif olusumlar degil, kapillerlerin
ilmek olusturmasiyla gergeklesen pasif olusumlardir. Terminal villuslarin olusumu,
MIiV’lardaki kapillerlerin uzamasiyla yakindan iliskilidir. Villuslarin icindeki
kapillerlerin uzunlugu, villuslarin boyunu astii zaman, kapillerler biikiilerek
ilmekler olusturur. Bu villuslarin ince yapisindan dolayi, ilmekler, trofoblastik
yiizeyde cikintilar olusturur ve intervilléz araliga dogru, iiziim-benzeri c¢ikintilar
olusturur.
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2.4.4. Immatiir Intermediyet Villus (V)

Kok villuslarin u¢ noktasinda bulunan immatiir, siskin villuslardir. Kalin bir
trofoblast tabaka ile kaplidir. Karakteristik 6zelligi retikiiler tipteki stromasidir. Bu
stromada yelken-benzeri stromal hiicrelerle sinirlandirilan bir¢ok stromal kanallar
bulunmaktadir. Stromal kanallar i¢inde, Hofbauer hiicreleri ve bir miktar plasental
stvi bulunur. Fetal damarlar ve kollajen lifler, stromal kanallarin arasinda
yerlesmistir. 1IV’lar, MV’lardan kaynaklanir ve k&k villuslara farklilagirlar. 14. ile
20. haftalar arasinda ¢ok yaygindirlar. Ilk iki trimester boyunca, asil materno-fetal
madde degisim bolgeleridir.

2.4.5. Mezensimal Villus (MV)

Villus agacinin en ilkel tipleridir. Villus agacinda intermediyet villuslarin
lizerinde tomurcuklanma seklinde gozlenirler. 1IV’larin 6nciilleridirler. Kalin
trofoblastik yiizeyleri vardir. Trofoblastik tabakada, sinsisyum ve bazal membran
arasinda, cok miktarda sitotrofoblastik hiicre bulunur. Primitif stromalartyla
karakterizedirler. Stromalar1, gevsektir ve kollajen liflerin ag gibi sardig1 mezensimal
ve Hofbauer hiicrelerini igerir. Fetal kapillerler cok az gelismistir. Gebeligin erken
evrelerinde daha fazla sayida olup terme dogru azalirlar. Gebeligin ilk haftalarinda,
MV’lar, sadece villus proliferasyonunun degil, ayrica materno-fetal degisimin ve
neredeyse tiim endokrin aktivitelerin gergeklestigi yerlerdir. Gebeligin sonraki
evrelerinde, 1IV’larin yiizeyleri boyunca veya MIiV’larin uglarinda bulunurlar.
MV’lar, villus proliferasyonunun ve dallanmalarin gergeklestigi bolgelerdir.

Gebeligin ilk haftalarinda, sadece MV’lar vardir. Birinci trimesterde villus
agacinin  gelisimi hizlidir, MV’lar ve 1iV’lar saptanir. Gebeligin 20. haftasina
gelmeden, belli bagh villus tipi 11V lardir. Gebeligin ortalarma kadar villus agaci
gelisirken, yap1 olarak pek degisime ugramadan ¢ogalir. Fetiis gelisiminin plasenta
gelisimini astig1 ve daha hizli oldugu gebeligin ikinci doneminden itibaren immatiir
villus tipleri (mezensimal ve immatiir intermediyet) matiir formlarina doniisiir (66).
3. trimester plasentasinda ise, MIV’lar ve 6zellikle TV lar egemendir. Ufak gruplar
halinde MV’lar izlenebilir (Aktif blyumenin gostergesidir) (Sekil 2.4.2). Bu
plasental gelisim ve matiirasyon siire¢leri, plasentanin transfer kapasitesini artirmak
ve optimize etmek i¢in ger¢eklesmektedir.
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Sekil 2.4.2. Villus agacinin yapisi (59).

2.5. Term Plasentanin Yapisi

Fetls blyudukce uterus, koryon kesesi ve plasenta da buyir. Plasentanin
hacminin artmasi ve kalinlagmasi, gebeligin yaklasik 20. haftasina kadar hizli bir
sekilde devam eder (28, 63). 4. ayda villus sistemi tamamlanir ve bu ayin sonunda
plasenta tam seklini almig olur (68). Tam gelismis bir plasenta desiduanin yaklasik
%15-30'unu kaplar ve agirhigr yaklasik olarak fetiis agirliginin 1/6's1 kadardir.
Plasenta termde yaklasik 500 gr agirliginda olup 18-20 cm g¢apinda, 2-2,5 cm
kalmhgindadir ve 10-20 adet kotiledon igerir (28, 63). intervilloz araliklarin hacmi
tahmini olarak 150- 250 ml'dir. Villuslarin toplam yiizeyi, yani anne fetiis arasinda
madde degisim alani 10-15 m®dir (64).

Plasenta biiyiidiikge ve yaslandik¢a meydana gelen histolojik degisiklerin,
artan metabolik ihtiyaglar1 karsilamak iizere uteroplasental dolagimin etkinligini
artirmayr amagladigi  distiniilmektedir. Bu degisiklikler; sinsisyotrofoblast
kalinliginda incelme, villoz sitotrofoblastlarin kismen kaybolmasi, Hofbauer
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hiicrelerinde artis, stromada azalma ve kapillerlerin sayisinin artarak sinsisyal yiizeye
yaklagsmasidir (69).

Plasental elemanlarin arasinda trofoblastlar, yapisal, fonksiyonel ve
gelisimsel olarak en fazla degisiklik gosteren elemanlardir. Gebelik ilerledikce villoz
sitotrofoblastlar villuslarin  biiyiik bir bolimiinde ortadan kalkar ve term
plasentasinda villus yiizeyinin ancak %20’sinde bulunur (66). Sinsisyotrofoblast
kalinlig1 da ortalama 20um’den termde 3.5 pm’ye iner (28). Villuslar dallanmaya
devam ettikce, terminal dallarin sayis1 artarken, hacimleri azalir ve sitotrofoblastlarin
baskinligr ortadan kalkar. Sinsisyum inceldiginde, fetal damarlar daha belirgin hale
gelerek ylizeye yaklasir (70).

Bu degisiklikler 1. trimesterde 50-100 um olan materno-fetal diflizyon
mesafesini, termde yaklasik 4-5 um’ye indirir. Songta termde, en ince kismindaki
plasental bariyer; sinsisyotrofoblast, birbiriyle kaynasmis trofoblastik ve fetal endotel
bazal membranlar1 ve fetal kapiller endoteli katmanlarindan olusur (Sekil 2.5.1).
Boylece cogu fetiis kapillerindeki kan, villuslararast bosluktaki anne kani ile asiri
derecede yakinlagir. Biitiin bu degisiklikler fetiisiin artan metabolik gereksinimlerini
karsilamaya yoneliktir (66).

&

Sekil 2.5.1. Termdeki bir villusta plasental bariyer yapisi. 1- Intervilloz aralik, 2- Plasental bariyer,
3- Fetal kapiller, 4- Fetal kapiller ve sinsisyotrofoblastin birbiriyle kaynagsmis bazal
membranlari, 5- Endotel hiicresi, 6- Sitotrofoblast, 7- Fetal kapillerin bazal membrani, 8-
Trofoblastik bazal membran, 9- Sinsisyotrofoblast (71).

Villuslarin stromasi1 da plasental yaslanmayla birlikte degisiklik gosterir.
Erken gebelik plasentasinda bag dokusu hiicreleri bol miktarda gevsek intersellller
matriksle cevrelenirken, terme dogru villoz stroma yogunlasir ve hiicreler sikisik hale
gelir. Stromadaki baska bir degisiklik de fetal makrofajlar olarak bilinen Hofbauer
hiicrelerinde artis goriilmesidir.

Ugiincii trimester sirasinda ¢ok sayida sinsisyotrofoblast niikleusu, sinsisyal
diigiim adi verilen niikleus gruplarini olusturmak {izere koryon villuslarin yiizeyinde
bir araya gelirler. Bu birikimler siirekli olarak birbirinden ayrilarak, villuslararasi
bosluktan anne kan dolasimina taginirlar. Bazi sinsisyal diigtimler anne akciger
kapillerlerine go¢ ederek oradaki enzimler etkisiyle hizli bir sekilde yikilirlar (28).
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Gebeligin sonlarina dogru, plasentada fibrinoid birikim olusmaktadir.
Fibrinoid; fibrin, plasental salgilar ve dlii trofoblast hiicrelerinden olusan, hucreden
yoksun eozinofilik birikim anlamina gelmektedir. Maternal ve fetal elemanlarca
yapildigi belirlenmistir. 37 haftanin iistiindeki gebeliklerin %22'sinde fibrinoid
birikim makroskobik olarak gézlenmektedir. Fibrinoid birikim plasentada birgok
yerde izlenebilir:

Fetal ylizde diiz koryonda,

Villuslarin i¢inde,

Plasental septumlarda,

Maternal ve fetal damarlarda,

Koryonik plagin intervilloz aralifa bakan yiiziinde (Langhans fibrinoid
tabakast),

e Bazal plakta (Rohr ve Nitabuch fibrinoid tabakalar).

Langhans fibrinoid tabakasi ve bazal plaktaki fibrinoid birikimler olan Rohr
ve Nitabuch tabakalar1 tum plasentalarda gozlenen yapilardir (Sekil 2.5.2). Rohr
tabakasi, bazal plagin yiizeysel kat1 olup intervilloz aralikla temas eder. Nitabuch
tabakas1 ise derinde maternal ve fetal hiicrelerin kars1 karsiya geldikleri alandadir

(67).

Sekil 2.5.2. Term plasentasindaki fibrinoid tabakalari. A. Langhans fibrinoid tabakasi B. Rohr
fibrinoid tabakasi C. Nitabuch fibrinoid tabakasi. Koyu mavi renkle gosterilenler
fibrinoid birikimler, agik mavi renkle gosterilen sinsisyotrofoblast tabakasi, pembe
renkle gosterilenler plasentanin fetal kisimlari, turuncu renkle gosterilenler plasentanin
maternal kisimlari, kirmizi renkli alanlar ise intervilldz araliktir (72).

Fibrinoid birikimin birka¢ fonksiyonu oldugu diistiniilmektedir; a) mekanik
olarak destekleme, b) intervilloz dolasimi diizenleme, c) fibrinoidin bir bileseni olan
sialik asidin fetal antijenleri maskeleyerek maternal hiicrelerden korumasi. Fibrinoid
birikim degisen derecelerde izlenebilir ve fazla miktarda olmasi bir anormalligin
gostergesi olabilir (28).
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2.6. Hiicrenin Yasam Dongiisii (Siklus)

Hiicreler canlilarin biiyliyilip gelismesi, dokularinin yenilenmesi ya da tireme
faaliyetlerinin gerceklestirilmesi amaciyla boliintir. Hiicre siklusu bir bélinmeden,
onu izleyen diger bir boliinmeye kadar gegen siiredir. Hucrelerin ikiye bolinmesi
mitoz (veya gonadlarda mayoz) ile gergeklesmektedir.

Hiicre boliinmesi; gen transkripsiyonunda degisiklikler, yeni proteinlerin
olusturulmasi, organellerin hareketi ve cogalmasi ve DNA sayisinin iki katina
¢ikmasini igeren bir stiregtir. Ancak bu sirecin ilerlemesi oldukca iyi bir sekilde
diizenlenmelidir ki, bu sayede hiicre farkli durumlara kolayca adapte olabilmeli ve bu
sayede zarar gormemelidir. Hiicre siklusu boliinmenin yani sira, farklilasma ve
apoptoz gibi temel hiicresel fonksiyonlar1 da dizenlemektedir. Bu dizenlemenin
olmasi, organizmadaki hemen hemen her tiir fizyolojik ve patolojik durumda
(6rnegin timor olusumu) hiicre siklusunun ne denli kritik bir 6neme sahip oldugunu
gostermektedir. Nitekim kanserlerde hicre siklusunun regulatér proteinlerinin
diizeylerinde anormallikler saptanmaktadir (11, 73).

Hiicre, biiyiime faktorleri, mitojenler veya sitokinler gibi ¢esitli boliinme
sinyallerinin varliginda siklusa girer. Hiicre siklusu ¢ok iyi kontrol edilmektedir. Bu
kontroliin proliferasyon belirtegleri olarak adlandirilan degisik tip proteinler
tarafindan saglandigi bilinmektedir (74).

2.6.1. Hiicre Siklusu Fazlarn

Hicre  siklusu, batin  Okaryotik  organizmalarda temel olarak
aynidir. (")karyotik bir hiicrenin siklusu 4 faza ayrilir. Bunlar G, S, G, ve M
fazlaridir. G1 ve G2 kisaltmalar1 “gap” (ara), S sentez ve M ise mitoz kelimelerinin
bas harflerini gostermektedir. Hiicre siklusu siiresi organizmalar arasinda gesitlilik
gosterir. Organizmalarin yasam dongiilerinin farkli basamaklar1 arasinda ya da aym
organizmanin farkli hiicre tipleri arasinda da hiicre siklusu siiresi farklilik gosterir (2,
3). Hucre siklusu, okaryotik hiicrelerde yaklasik 20-24 saat siirmektedir. S fazi 6, G2
faz1 4 ve M faz1 2 saat gibi bir siire i¢cinde tamamlanmasina karsin G1 siiresi ¢ok
degiskendir. Ornegin, bu stire embriyonik hiicrelerde 2 saate kadar diismesine karsin
erigkinlerde 12 saatten daha uzun siirebilmektedir (74). G;, S ve G, fazlari hep
birlikte interfaz adini almaktadir.

Mitoz-S faz1 arasinda G1, S fazi-mitoz arasinda da G2 fazi yer alir. Genel
olarak, G1 fazit DNA sentezine (S fazina) ve G2 fazi ise mitoza (M fazina) hazirlik
fazlaridir ve hiicrenin S fazina ya da mitoza girmeden 6nce hiicre i¢i ve dis1 kosullari
kontrol etmesine izin verecek zamani saglarlar. (Sekil 2.6.1) (5).
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Buyumel >~ DNAsentezi
(presentetik) ;
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istirahatteki
hiicreler

Sekil 2.6.1. Hicre siklusu evrelerinin sematik goriiniimi (75).

2.6.1.1. GO Faz

GO fazi, hiicre siklusu i¢inde yer almayan veya siklusu tamamladiktan sonra
¢ikan hiicrelerin bulundugu fazdir. Yetiskin dokulardaki hiicrelerin ¢ogu istirahat fazi
da denilen GO fazinda yer alir. GO faz1 tamamen hareketsiz bir faz degildir. Bu
hlcreler siklikla protein sentezi ve sekresyonu ile mesguldiirler ve oldukg¢a aktif
olabilirler. GO fazindaki hiicreler farklilagabilir veya apoptoza gidebilirler. Normalde
hiicreler zamanlariin ¢ogunu GO fazinda gegirirler, bélinme sinyalinin etkisiyle
cogalan huicre haline gecer ve G1 fazina yani hiicre siklusunun ilk fazina girerler (2,
74).

2.6.1.2. G1 Faz (Presentetik Faz)

G1 fazi siklusun en uzun siiren fazidir ve 9-16 saat kadar surer. Mitoz ve
DNA replikasyonu arasindaki sirectir. G1 fazi boyunca kromozomlar prereplikasyon
komplekslerini olusturmak Uzere modifiye olurlar. Yapisal proteinler, ribozomlar,
membran tiirevi organeller gibi pek c¢ok sitoplazmik elemanin sentezi bu zaman
stireci igerisinde yapilir (74). Hiicreler bu evrede boyutlarini artirirlar. ATP {iretimi
artar. DNA polimeraz ve niikleotid sentezinde gerekli olan bazi enzimlerin genleri
aktive olur ve G1 sonuna dogru bu genlerin {iriinleri artmaya baslar. G1 fazi sonunda,
aktive olan prereplikasyon kompleksleri kromozomlardaki replikasyonun
baslayacagi replikasyon orjini denilen bdlgelere tutunur (3, 75).

2.6.1.3. S Fan

S fazinda, RNA sentezi G1’deki gibi devam etmekteyken, protein sentezi ise
en yuksek seviyeye ulasir. DNA replikasyonu (kendini esleme) yoluyla, her
kromozomun kopyasi yapilarak kromozom sayisinin ikiye katlanmasi saglanir.
Replikasyon, kromozomlardaki replikasyon orjini bolgelerinden baslar. Genomun
transkribe bolgeleri genellikle S fazinin erken doneminde replike olurken, inaktif
heterokromatin bolgeleri ge¢ dénemde replike olur (2, 3).
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2.6.1.4. G2 Faz1 (Premitotik Faz)

G2 fazinda, S fazinda replike olan DNA ve kromatin proteinleri kondanse
olurlar. DNA, kromatin iplikler halinden kisalip kalinlasarak kromozom haline
dontisiir ve kardes kromatidler halinde paketlenir (3). G2 fazi, biiylimenin ve sentezin
ikinci dénemi olarak, mitozun baslamasina Onciiliik eder. BOlinme Oncesi son
hazirlik evresidir ve bu evrede mitoz igin gerekli protein ve RNA sentezi hizlanir.
Boylece hiicre boliinmeye hazir hale gelir.

2.6.1.5. M Faz
Mitoz fazi, profaz, metafaz, anafaz, telofaz ve sitopldzmanin boliinmesi
(sitokinez) evrelerinden olusmaktadir (2):

e Profaz: interfaz siiresince uzayan kromozomlar kisalip kalinlasir ve
belirgin hale gelir. Her kromozom, sentromer bolgesinden birbirine bagl
iki kromatidden olusmaktadir. Sentriyoller ayrilir ve zit hiicre kutuplarina
go¢ etmeye baslar. Aralarinda 1simnsal uzantilar seklindeki ig iplikleri
meydana gelir. Bu ig iplikleri kromatidlere sentromer noktalarindan
tutunurlar. Profaz devam ederken ¢ekirdekgik ve ¢ekirdek zar1 kaybolarak
kromozomlar sitoplazma iginde serbest duruma gelir.

e Metafaz: Kromatidler tutunduklari ig iplikleri tarafindan hiicrenin
merkezine c¢ekilerek, hiicrenin ekvatoryal diizlemi Gzerinde dizilirler ve
sentromerler ikiye bolundr.

e Anafaz: Ekvator diizleminde dizili olan kromozomlarin kardes
kromatidleri ig iplikgiklerinin kasilmasiyla birbirinden ayrilarak kutuplara
dogru taginir.

e Telofaz: Kromozomlar tekrar uzayarak incelirler ve kromatin iplikleri
haline gelirler. Kromozomlarin etrafinda membranoz vezikiiller olusmaya
baslar ve c¢ekirdekgik ve ¢ekirdek zarini olusturur.

e Sitokinez: Sitoplazma iki cekirdek arasindan bogumlanarak hiicreyi
tamamen ikiye ayirir. Yeni hiicre zarlari olusur.

Bu siirecler sonunda ana hucreden diploid sayida kromozom igerigi olan iki
yeni yavru hiicre olusur. Olusan yeni hiicrelerin genetik materyali ana hiicrenin
aynisidir. Hiicre bu dénemden sonra ya tekrar boliinmeye girmek igin hazirlik
yapmak lizere Gl fazina girer veya dinlenme fazi olan G0’da kalarak canliligini
devam ettirir (3, 5).

2.6.2. Hucre Siklusu Kontrol Noktalari

Hiicre siklusu, icinde yer alan kontrol noktalar1 (checkpoints) tarafindan
duizenli olarak kontrol edilir. Hiicre siklusunun farkli fazlar1 arasindaki koordinasyon,
hiicre siklusunda bir fazin islemi tamamlanmadan bir sonraki faza gecisini
engelleyen kontrol noktalarina baglidir. Kontrol noktalari, olusan herhangi bir kusur
halinde veya daha 0©nceki evrelerde tamamlanmasi gereken olaylar
tamamlanmamissa hiicre siklusunu durdurur. Baslica iki kontrol noktasi G1/S ve
G2/M gegisleridir (3). G1°den S fazina gegis, hiicre siklusundaki ¢ok Onemli bir
kontrol noktasidir. Bu nokta siklusun geri doniisii olmayan bir noktadir. G1 kontrol
noktasindaki hiicre, bulundugu ¢evre kosullarini ve DNA hasarinin olup olmadigini
degerlendirerek siklusa devam edilip edilmeyecegine karar verir. Bu noktada hiicre
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siklusa devam edebilir, DNA’s1 hasarli ise replikasyonun yapilacagi S fazina
girmeden Once hatanin onarilmasini bekleyebilir veya GO adi verilen sessiz faza
girer. G2’den M fazina gegerken, tiim DNA’nin replike edilip edilmedigi ve DNA’da
herhangi bir hasarin olup olmadigi kontrol edilir ve eger bir hasar varsa giderilir. Bir
diger 6nemli nokta da genomun her bir hicre siklusunda sadece bir kere replike
olmasidir. G2 kontrol noktasi, hiicrelerin tekrar S fazina girmesini engeller ve
mitozdan dnce bir baska DNA replikasyon dongiisiine girmesini durdurur (3, 75).

2.6.3. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar (CDK’lar)

Hicre siklusunun dizenlenmesi, siklusa 0zgl Okaryotik proteinler olan
siklinler, siklin bagiml1 kinazlar (CDK) ve siklin bagimli kinaz inhibitorleri (CKI)
tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu proteinlerin seviyeleri, hiicre siklusunun g¢esitli
evrelerinde farkliliklar gosterir ve kompleks bir sekilde siklusun ilerlemesini
dizenler.

CDK’lar kendi baslarina inaktiflerken, siklinlere baglandiklarinda aktive
olurlar ve siklin/CDK komplekslerini olustururlar. Bu aktif kompleks, hicre
siklusunda gorevli hedef proteinlerin fosforilasyonuna yol agarak onlar1 aktive eder,
boylece siklusun devamliligimi saglar (Sekil 2.6.3.1). Siklin/CDK kompleksinde
CDK’lar katalitik alt tniteler iken, siklinler diizenleyici alt iiniteler seklinde gorev
yapar (3, 76). Her CDK farkli bir siklinle kompleks olusturur ve bu kompleksteki
siklinin tipi hangi hedef proteinlerin fosforile edilecegini belirler.

siklin-cdk hedef protein
baglanmasi baglanmasi

— hedef proteinin
{ p': (P fosforillenmesi

.

Sekil 2.6.3.1.  Siklin/CDK kompleksinin olusumu ve hedef proteinin fosforilasyonunun sematize
edilmis hali (3).

CDK

Hiicre siklusunun spesifik fazlarinda g¢esitli siklinler sentezlenirler ve
seviyeleri pik yapar, o faz biterken ise seviyeleri hizla diiser ve bdylece hiicre,
siklusun bir sonraki fazina girer. Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, iliskide
bulunduklar1 CDK’larin aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. Siklinlerin ve
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CDK’larin farkli kombinasyonlari, hiicre siklusundaki 6nemli gegislerde rol oynar
(Sekil 2.6.3.2) (74, 75, 77).

G siklin @ »
pargalanmasi . ¢

j S siklin

G1 CDK

@f - S.CDK
Gy ;‘V \
-"{wsa.f t“"t@\ . G 4
L 3‘\‘:» M ¢ 2 z
ol S e g
s M siklin
i e _
o] Ly 3"@
M siklin pargalanmasi M CDK S siklin pargalanmasi

Sekil 2.6.3.2. Hiicre siklusunun gesitli fazlarinda siklinlerin sentezlenmesi ve yikimimin sematik
gorinuma (75).

Omurgalilarda 4 ¢esit CDK vardir. Hiicre siklusu evrelerine gore siklinler ve
kompleks olusturduklart CDK’lar Tablo 2.6 ve Sekil 2.6.3.3°de gosterilmistir (3).

Tablo 2.6. Omurgalilarda hiicre dongiisiiniin ¢esitli evrelerinde gorevli siklin/CDK kompleksleri (3).

Hicre Siklusu Evresi Siklin CDK

G1 evresi, G1/S gegisi SiklinD | CDK4, CDK6

G1/S gegisi Siklin E CDK2
S evresi ve G2 fazina gegis | Siklin A CDK2
G2/M gegisi, M evresi Siklin B CDK1
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Siklin B/CDK1

Siklin D/CDK4
Siklin D/CDK6

)V

Siklin A/CDK2

Siklin E/CDK2

Sekil 2.6.3.3. Memelilerdeki hiicre siklusunda siklin/fCDK komplekslerinin aktivitelerinin sematik

gorinumd. Renkli bantlarin genisligi, ilgili komplekslerin protein kinaz aktivitesiyle
orantilidir. Siklin D, ii¢ D-tip siklini de kapsamaktadir (2).

2.6.3.1. Siklin Cesitleri

a)

Gorevli olduklar1 hiicre dongiisii evrelerine gore sirastyla siklinler 4’e ayrilir:

Siklin D: Baglama siklinleri olarak adlandirilir ve hiicre blylme sinyali
aldiginda sentezlenirler. D tipi siklinler ¢ok kisa yarilanma &mriine sahiptir
(yaklasik 30 dakika) ve sentezleri bliyiime faktorlerine bagimlidir. Biiyiime
faktorleri olmadiginda sentezleri hemen durur ve hiicre dinlenme fazi olan
GO’a girer. Memelilerde ii¢ tip siklin D vardir: siklin D1, D2 ve D3 (5).
Hangi tip siklin D’nin eksprese edilecegi doku tipine dzgiidiir. Ornegin, T
lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da D2) eksprese ederler. D tip siklinler,
G1 swrasinda sentezlenir ve CDK4 ve CDK6'y1r aktiflestirir. Memeli
hiicrelerinde, siklin D izoformlar ile kompleks olusturan CDK4 veya CDK6
G0’dan G1’e gegiste etkilidir ve G1 fazmnin ilerlemesini kontrol eder (78).
Ayrica bu komplekslerin bir rolii de retinoblastoma (Rb) proteininin
fosforilasyonudur (Sekil 2.6.3.1.1). Rb, G1l'den S evresine ilerleme ve S fazi
genlerinin transkripsiyonu icin gerekli olan bir transkripsiyon faktorini
(E2F) baglamas1 ve etkisizlestirmesi nedeniyle bir hiicre dongiisii
duzenleyicisidir (Sekil 2.6.3.1.2). GO veya erken G1 fazlarindaki hiicrelerde
fosforile olmamis (hipofosforile) Rb bulunur. Bu dénemde Rb, E2F
transkripsiyon faktoriine baglanir. Serbest olmayan E2F, S fazina ge¢is icin
gerekli genlerin transkripsiyonunu aktive edemez ve hicre siklusu devam
edemez. Rb'nin siklin D/CDK4 veya siklin D/CDK6 kompleksleri tarafindan
fosforilasyonu; E2F'nin Rb’den ayrilmasiyla, bdylece S fazi genlerinin
aktivasyonuyla ve hicre dongusunun ilerlemesiyle sonuglanir (Sekil
2.6.3.1.1) (2, 5, 75).
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Sekil 2.6.3.1.1. Hiicre siklusunda siklin D’nin aktivasyonu ve rolu (75).

b) Siklin E: G1/S gecisinde etkilidir. G1’in ge¢ donemlerinde sentez edilir ve
hiicre S fazina girdiginde hizla yikilir. Siklin E, CDK2’ye baglanir. Olusan
kompleks, tipk: siklin D kompleksleri gibi Rb fosforilasyonunu saglar (Sekil
2.6.3.1.2). Bu kritik bir reaksiyondur ¢iinkii bu noktadan sonra hiicre S fazina

girer ve DNA sentezi baglar (5, 78).
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Sekil 2.6.3.1.2. Hicre siklusunun G1/S gegisinde Rb fosforilasyonunun roli (75).

c) Siklin A: S faz1 ve G, fazina gegis igin gereklidir. S faz1 boyunca sentez
edilir. CDK2 ve CDK1 ile kompleks yapar. Siklin A/CDK2 kompleksinin
fosforilasyonu ile G2 fazina gecilir. Siklin A/CDK1 kompleksinin roll tam

olarak bilinmemektedir (5).

d) Siklin B: G2’den M fazina gecisi kontrol eder. CDK1’e baglanarak siklin
B/CDK1 kompleksini olusturur. Siklin B/CDK1 kompleksi S fazinin geg
doneminde sentez edilir ve G2 fazindan M fazma gecerken sentezi
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maksimum diizeye erisir, ardindan anafazda yikilir. Siklin B’nin anafazda
yikilmastyla birlikte hiicre mitozdan ¢ikar ve G1’e tekrar geri doner (2, 7).

2.6.4. CDK Aktivitesinin Regulasyonu

Hiicre dongiisiiniin ilerlemesi esnasinda CDK aktivitesi en az 4 molekuler
mekanizmayla dizenlenir (Sekil 2.6.4). Diizenlemenin ilk basamagi CDK'’larin
kendilerine 6zgii siklinlerle eslesmesidir. Ikinci adim, siklin/CDK kompleksinde
CDK’nin 160. pozisyonundaki threoninin fosforile edilerek aktive edilmesidir.
CDK’larin fosforilasyonla aktivasyonu CAK (CDK aktive edici kinaz) ile
katalizlenir. Ugiincii diizenleme CDK proteinlerinin amino ucundaki threonin ve
tirozin ile gergeklesen inhibisyondur. Ozellikle CDK1 ve CDK2, threonin 14 ve
tirozin 15’in fosforilasyonu ile inhibe edilir. Son dizenleme ise siklin/CDK
komplekslerine inhibitor proteinlerin (CKI) baglanmasiyla gerceklestirilir (3, 5).

1) Siklinle birlesme

4) CDK inhibitérayle
(CKIl) birlesme

2) 160. threoninin
aktive edici
fosforilasyonu

3) 14. threonin ve 15.
tirozinin inhibe edici
fosforilasyonu

Sekil 2.6.4. CDK aktivitesinin molekiler regtlasyonu (79).

2.6.5. CDK Inhibitorleri (CKI)

Diizenli olarak kontrol edilmeyen CDK aktivitesi, artmis hiicre ¢ogalmasina
ve genomik instabiliteye neden olmaktadir ve bu durum, kanserle sonuglanabilir.
CDK inhibitérleri (CKI) hiicre dongiisiiniin negatif kontroliinden sorumludurlar ve
tiimor baskilayic1 fonksiyonlar1 vardir (8). CKi’lerin seviyelerindeki degisiklikler,
baz1 tiimdrlerde veya hiicre yaslanmasinda goriilebilir (7). CKI’ler siklinlere,
CDK’larin kendisine ya da siklin/CDK komplekslerine baglanarak CDK'’larin
aktivitelerini inhibe ederler. Giiniimiize kadar, memelilerde yedi farkli CKI
bulunmustur ve bunlar yapisal ve fonksiyonel benzerliklerine dayanarak iki sinifa
ayrilirlar: Ink4 ve Cip/Kip aileleri (9, 10).

Ink4 ailesinin 4 iiyesi vardir: p16™“ p15™4% p18'™k*c e p19™4d By
proteinler spesifik olarak, siklin D ile kompleks olusturan CDK4 ve CDK6’y1 inhibe
ederler (9).
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Cip/Kip (CDK inhibitor protein/Kinaz inhibitor protein) ailesinde ise u¢ farkli
CKIi tanimlanmus olup, bunlar p21°"*(p21, cdknia), p27" '™ (p27, cdknib) ve p57
KiP2(p57, cdknlc)’dir (11). Bu proteinlerin her birinin N-terminalinde, CDK’ya
baglanan ve onu inhibe eden, aynt korunmus domeyn vardir. Ancak proteinlerin geri
kalan domeynleri birbirinden farklidir (Sekil 2.6.5). Bu da, bu proteinlerin hiicre
siklusunda birbirinden farkli rollerinin olabilecegini diisiindiirmektedir (9). Ink4
ailesinin aksine Cip/Kip ailesi Uyeleri, siklin D, -E, -A veya B/CDK komplekslerine
baglanarak aktivitelerini inhibe edebilir (10). Cip/Kip proteinleri, siklin ve CDK
altbirimlerine ayr1 ayr1 baglanabilseler de siklin/CDK komplekslerine daha yiiksek
afinite gosterirler (9). Bazi insan dokularinda Cip/Kip CKI ekspresyon paterni,
proliferasyon belirtecleri olan PCNA, Ki67 ve BrdU’nun tam olarak zittim
gostermektedir. Kok hiicreler gibi stirekli prolifere olan hiicrelerde ekspresyonlari
neredeyse yok iken, prolifere olmayan bolgelerdeki hicrelerde ise en yuksek
seviyede ekspresyonlari gozlenmistir (12-15).

p21 ‘ D h} D

CDK inhibitér PCNA’ya baglanan

domeyni domeyn
p27 'I ) Illllllll' “

CDK inhibitor QT

domeyni domeyni

ps7 (u_u_u

CDK inhibitor Prolin  Asidik domeyn QT
domeyni domeyni domeyni

| I [ | | I
1 50 100 150 200 250 300 350 (Aa)

Sekil 2.6.5. Cip/Kip ailesi tiyelerinin yapisi (9).

Ik klonlanan Cip/Kip iiyesi p21°dir ve transkripsiyonel aktivasyonu p53’iin
kontrollindedir. G1 ve G2 evrelerinde DNA-hasariyla indiiklenen hiicre siklusu
tutuklulugundan (arrest) sorumludur (80, 81). p2l’in karboksil terminalindeki
PCNA’ya baglanma domeyni (143-160 aminoasitler) (Sekil 2.6.5) yoluyla DNA
polimeraz-deltanin bir alt iinitesi olan PCNA’ya baglanarak, DNA sentezini inhibe
ettigi bilinmektedir (82).

P27 ise TGF-p gibi anti-mitojenik sinyallere yanit olarak eksprese olur ve
hicre siklusunun G1 fazinda tutuklu kalmasindan sorumludur (7). Buyume
faktorlerinden mahrum kalan, GO fazinda bulunan veya kontakt inhibisyona maruz
kalan hicrelerde p27 ekspresyonu artarken, hiicre siklusuna giren hicrelerde ise
azalir (10). P27’nin degradasyonu G1/S gegisi igin kritik bir 6nem tasir. P27, D tip
siklinler/CDK4 kompleksleriyle gicli ve siklin E/CDK2 kompleksiyle de zayif
etkilesimdedir. D tip siklinler ve CDK4 kompleksleriyle etkilesime girdiginde
CDK4’iin katalitik aktivitesini ve bdylece CDK4’iin Rb proteinini fosforlamasini
(pRb olusumunu) inhibe eder. Gergekten de p27, siklin D veya pRb genlerini
icermeyen farelerle yapilan bazi ¢alismalarin fenotipik sonuglari, p27 ve pRb eksik
olan farelerde hiperplazi ve tiimor olusumu oldugunu, siklin D tipleri eksik olan
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farelerde ise tam aksine organlarin kiigiildiigiinii gostermistir (16-21). P27 geninden
yoksun farelerde viicut biiyilikliigiiniin artmasi, bircok organda hiperplazi ve timor
olusumu, p27°nin biliylimeyi smirlamadaki ve tiimor baskilanmasindaki onemine
isaret etmektedir (83, 84).

P57 ise, siklin D/CDK4, siklin E/CDK?2 ya da siklin A/CDK2 komplekslerine
baglanarak onlar1 inhibe eder ve bdylece, G1/S gecisini ve S fazinin tamamlanmasini
engeller. P57, p27 ile %40 oraninda homolojiye sahiptir ve karboksil terminallerinde
birbirine ¢ok benzeyen, QT domeyni olarak adlandirilan, ancak fonksiyonu
bilinmeyen bir domeyn vardir (Sekil 2.6.5) (22). P21 ve p27’nin insan dokusundaki
yaygin ekspresyonunun aksine, p57 plasenta, kalp, beyin, bobrek gibi belirli
dokularda eksprese edilmektedir (85). P57 geni olmayan fare embriyolarinda organ
hiperplazisi, bircok gelisimsel anormallikler ve 6lii dogumlar gézlenmistir (12, 13).

2.6.6. Ki67

Ki67 antijeni, 345 ve 395 kDa agirliginda iki izoformu olan, prolifere olan
hlcrelerde gortlen bir cekirdek proteinidir (86). Huicre siklusunun ge¢ G1, S, G2 ve
M fazlarinda eksprese edilir, fakat GO ve erken G1 evrelerindeki hiicrelerde
bulunmaz (25). Farkli hiicre siklusu fazlarinda, Ki67’nin hicre icindeki lokasyonu
degismektedir. G1’de, baslica perinlikleolar bolgede yerlesim gosterirken, sonraki
fazlarda ¢ekirdek matriksi basta olmak tizere ¢ekirdek boyunca gozlenir (87). Ki67
antijeninin fonksiyonu bilinmemektedir ancak hiicre siklusu boyunca eksprese
edilmesinden dolayi, hiicre proliferasyonunun stirdiiriilmesinde 6nemli bir roli
oldugu disiiniilmektedir (88). Ki67 proteinin fosforilasyonu ile defosforilasyonu in
vivo olarak hiicrelerin mitoza ge¢isi ile ayn1 zamana rastlar. Bu iglemler diizenleyici
kompleks olan siklin B/CDK1 kompleksi tarafindan kontrol edilir (89). Ki67, genel
olarak mitoz sayis1 ile 1yi korelasyon gosterir ve rutin olarak kullanilan bir
proliferasyon belirtecidir (26).

2.6.7. Proliferatif Hlcre NUkleer Antijeni (PCNA)

PCNA, ¢ekirdekte bulunan 36 kDa agirliginda bir proliferasyon belirtecidir
(90). Hucre siklusunun ge¢ G; fazinda DNA sentezi baslamadan hemen Once
sentezlenmeye baslar, S fazinda maksimum miktara ulasir ve G, ve M fazlarinda ise
miktart azalir (23). PCNA, erken S fazinda tanecikli dagilim sergiler ve ¢ekirdekgikte
bulunmaz ama S fazinin sonunda gekirdekgige gecer. DNA sentezi, tamiri ve hiicre
siklusu kontroliinde gorevli bircok protein, PCNA’ya baglanarak goérev yapar.
Boylece PCNA, DNA sentezi, tamiri ve hiicre siklusu diizenlenmesinde énemli rol
oynamaktadir (24). DNA polimeraz deltanin bir kofaktori olan PCNA, bir
homotrimer halka olusturarak DNA ¢ift sarmalini sarar. DNA replikasyonu sirasinda,
DNA polimeraz deltanin DNA’ya tutunmasimi saglar ve oOncii iplik¢ik (leading
strand) sentezine yardimci olur (91). Ayrica, DNA hasarina yanit olarak, PCNA
ubikutinlenerek RADG6-bagimli DNA tamirinde rol alir (92). PCNA ekspresyonu,
proliferasyon igin iyi ve yaygin olarak kullanilan bir belirtegtir (93).

2.7. Preeklampsi

Preeklampsi klinik olarak gebeligin 2. veya 3. trimesterinde ortaya ¢ikan,
dogumdan hemen sonra gerileyen hipertansiyon (kan basincinin 140/90 mm Hg veya
tizerinde olmas1 durumu), proteiniiri (24 saatte toplanan idrarda 300 mg/I’den fazla
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protein olmasi), 6dem, karaciger ve bobrek gibi bazi organlarda doku hasari ile
karakterize bir sendromdur (94). Fetiisiin bulunmadig1 molar gebeliklerde de ortaya
¢ikmast ve dogum sonrasinda bulgularin ortadan kalkmasi, plasental bir hastalik
oldugunu gostermektedir. Hastaligin kesin tedavisinin gebeligin sonlanmasi olmasi
da bunu acikca gostermektedir. Bunun yani sira, molar gebelik ve cogul gebelik gibi
hiperplasentasyon kosullarinda preeklampsi riski artmakta ve bundan koryonik villoz
yapilanmada olusan artis sorumlu tutulmaktadir (95, 96). Preeklampsinin goérilme
sikligi %3,7 olup, geri kalmis ve gelismekte olan iilkelerde maternal ve fetal
morbidite ve mortalitenin en 6nde gelen nedenlerindendir (27). Asagidaki hallerde
preeklampsi goriilme siklig1 artmaktadir (97, 98):

Genetik yatkinlik
Nulliparite

Anne yags1 (<20, >35)
Siyah 1tk

Cogul gebelikler
Obezite
Polihidramniyoz
Molar gebelikler
Diabetes mellitus
Kronik hipertansiyon
Renal hastaliklar
Diisiik sosyoekonomik durum

Preeklampsi, gebelik donemine 06zgii bir multisistem hastaligidir (99).
Hakkinda ¢ok sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen preeklampsinin etiyolojisi
tam olarak aydinlatilamamistir ancak multifaktoriyel oldugu diisiiniilmektedir (98).
Bunun yaninda bazi mekanizmalar tanimlanmistir. Bu mekanizmalara gore
preeklampsinin altinda yatan temel anormallik, spiral arterlere yeterli trofoblast
invazyonu gerceklesememesi nedeniyle olusan vazospazm ve endotel hasaridir.

Bunlara bagh olarak da organ hipoperfiizyonu ve multisistemik bozukluklar gelisir
(100).

Normal gebeliklerde, endovaskuiler sitotrofoblastlar (EVT’ler), bazal
arterlerden ¢ikan ve desiduaya kadar penetre olan spiral arterleri invaze ederler.
EVT’ler, uterus spiral arterlerinin endotelinin yerine gecerler ve miuskilo-elastik
medya tabakasini da fibrinoid maddeyle degistirirler. Bu olay psédo-vaskilogenez
olarak adlandirilmaktadir (101). EVT’lerin ps0do-vaskiilogenez sirasinda adhezyon
reseptor fenotiplerini degistirdikleri ve epitel hiicre karakteristigi molekiiller olan
integrinler a6/p4, o5/p1 ve E-kadherin’in ekspresyonunu azaltirken, endotel htcre
karakteristigi olan integrinler al/fl, av/B3, VE-kadherin, MMP-9 ve HLA-G’yi
eksprese ettikleri gosterilmistir (102). Psddo-vaskiilogenez olusumu desiduadan
miyometriyumun tigte birlik i¢ kismina kadar uzanir. Bu islem, genellikle gebeligin
20. haftasina kadar tamamlanir. Sonugta, biiyliyen fetiisiin ihtiyaglarin1 karsilamak
icin transforme olan spiral arterlerin ¢aplart 4-6 kat artar ve yliksek akim, diisiik
direng sistemi olusur. Béylece uteroplasental kan akimi ortalama on kat artar (100).
Preeklampsideki temel bozukluk, spiral arterlerdeki EVT invazyonunun yetersiz
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kalmasi veya hi¢ olmamasidir (103). Bunun sonucunda, psddo-vaskiilogenez ya hic
olmaz, ya da spiral arterlerin sadece desidua kisimlariyla sinirlt kalir. Spiral arter
cap1 normalde yaklagik 500 um iken, PE’de artamaz ve ortalama 200 um’de kalir.
Ayrica PE’de spiral arterlerin sadece %30-50’sine invazyon gorilmektedir (104).
Sonugta, gebelik boyunca yaklasik 10 kat artmasi1 beklenen uteroplasental kan akimi
artis1 gergeklesemez, plasental hipoksi olusur ve fetlise giden kan azalir (27, 98).
Plasental hipoksi sonucunda plasentadan salinan faktér veya fakt6rler maternal
endotelyal disfonksiyona neden olur (105). Maternal endotelyal hasarla birlikte
vasodilatorlerin (prostasiklin ve nitrik oksit) tiretimi azalir ve boylece vazospazm
olusur. Vazospazm, tiim maternal organlarda (6zellikle bobrek, karaciger ve beyinde)
diisiik perfiizyona ve periferal direncin ve kan basincinin artmasina (hipertansiyon)
yol acar (106). Bobreklerde renal kan akisi ve glomeriiler filtrasyon hizi azalir,
glomertiler bariyer biitiinliigli bozulur ve sonucgta proteiniiri olusur. Karaciger
fonksiyonlarinin bozulmasi sonucu HELLP sendromu (hemoliz, artmis karaciger
enzim seviyesi, trombosit azlig1) goriilebilir. PE hastalarinin %10-20’sinde HELLP
sendromu vardir. Beyindeki azalmis serebral perflizyon sonucu bas agrisi ve bas
donmesi gozlenir. Fetal etkileri ise ablasyo plasenta, uteroplasental yetmezlik sonucu
IUGR ve hatta intrauterin 6lum olabilir. ITUGR riski, erken ortaya ¢ikan
preeklampside artmaktadir (107, 108). Plasentasyon bozukluklari, preeklampsinin
klinik bulgular1 ortaya ¢ikmadan once, gebeligin 10-16. haftalar1 arasinda olugmakta
iken; klinik belirti ve bulgulari ise genellikle 2. ve 3. trimesterde ortaya ¢ikmaktadir.

Preeklampsinin bir adim 6tesi eklampsidir. Preeklampsinin biitiin bulgularina
ek olarak havale ndbetlerinin (konvilziyon) eklenmesiyle eklampsi durumu gelisir.
%50’s1 termden Once olugsmaktadir. Termde gerceklesenlerin %75°1 intrapartum veya
dogumdan sonraki 48 saat i¢cinde goriilmektedir.

Preeklampsi ve eklampsi, perinatal morbidite ve mortalitede belirgin derecede
artisa neden olan obstetrik olgulardir. Perinatal mortalite preeklamptiklerde %5-14
arasinda iken, eklamptiklerde %13-37,9 arasinda degismektedir (109).
Preeklampside maternal mortalite ¢cok nadir olmasina karsin, eklampside bu oran %
17,5’a kadar ¢ikmaktadir (109, 110).

2.7.1. Preeklamptik Plasentada Olusan Degisiklikler

Preeklamptik hastalarin uteroplasental yapilarinda meydana gelen belirgin
histolojik degisiklikler PE i¢in ayirt edicidir ve akut arteroz olarak adlandirilir. Bu
degisiklikler; endotel hiicre hasari, bazal membran biitiinliigiiniin bozulmasi,
trombosit birikimleri, fibrinoid nekroz, intimal hicre proliferasyonu ve miyointimal
hiperplazi, diiz kas hucresi proliferasyonu, damar limeninde daralmaya neden olan
vazospazm gibi mikroskobik bulgulari icermektedir.

Preeklamptik gebeliklerdeki plasenta normal gebeliklere gére daha ufaktir.
Plasenta/fetis agirlik orani azalmistir. Plasenta enfarktlari, PE’de en ¢ok goézlenen
plasental degisimlerdendir. Bunlar yetersiz intervilloz dolasim yiiziinden 6len villus
dokularidir. Plasentada enfarktiis goriilme sikligi %33-60 arasindadir. Ablasyo
plasenta, plasentanin desiduaya yeterince tutunamamasindan dolayr erken
ayrilmasidir ve preeklampside 3 kat daha sik goriilmektedir. intravilloz fibrinoid
birikimi PE’de artar. Preeklamptik plasentalarda ultrastriiktiirel diizeyde izlenen
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fokal sinsisyal nekroz ve mikrovillus kaybi, plasental iskeminin gostergeleri olarak
kabul edilir (111). iskemi sonucunda ortaya ¢ikan hipoksinin sinsisyumlarda
olusturdugu zedelenme sonrasi, proliferasyon yetenegi olmayan bu bdlgenin
rejenerasyonu villoz sitotrofoblastlarda ortaya ¢ikan hiperplazi ile saglanabilmektedir
(29). Villus trofoblastik bazal membraninda kalinlasma onemli bir histopatolojik
bulgudur. Umblikal arterlerin vazokonstriksiyonuna bagli olarak stromal fibroz ve
agir1 sinsisyal diigiim olusumu gozlenebilir. PE’de hipoksik duruma adaptasyon
olarak koranjiyoz yani villuslardaki kapillerlerin sayisinda artis olusur. Histolojik
olarak villus matiirasyonu gebelik yasina uygundur (28, 67).

DiFederico ve arkadaslarinin (1999) c¢alismasina gore, preeklampside
ekstravilloz trofoblast hicrelerinin %15 ile %50’si TUNEL pozitiftir yani apoptoza
ugramaktadir. Arastirmacilar PE’deki azalmis ekstravilloz trofoblast invazyonuna bu
artan apoptozun neden oldugunu 6ne siirmektedirler (31).

2.8. Diabetes Mellitus

Diabetes mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliktir.
Insiilin hormon sekresyonunun ve/veya insiilin etkisinin mutlak veya géreceli azligi
nedeniyle karbonhidrat, protein ve lipid metabolizmalarinda bozukluklarin olustugu
kronik hiperglisemik bir sistemik metabolizma hastaligidir. Akut metabolik
komplikasyonlarin yanisira, uzun dénemde vaskiiler, renal, retinal ya da noropatik
bozukluklara yol agan, morbidite ve erken mortalite riski yiiksek bir hastaliktir. DM,
polidipsi, poliiiri, polifaji, glikoziiri, agiklanamayan kilo kayb1 ve bunlara eslik eden
plazma glukoz diizeyinin 200 mg/ dl iizerinde olmasi ve aglik plazma glukoz
diizeyinin 126 mg/dl iizerinde olmasi ile karakterizedir. Diabetes mellitus’un
siiflandirilmasi su sekildedir (32-34):

e Tip 1 (Insiiline Bagimli) Diabetes Mellitus (T1DM)
e Tip 2 (insiiline Bagiml1 Olmayan) Diabetes Mellitus (T2DM)
e Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus)

2.8.1. Tip 1 Diabetes Mellitus

Tip 1 diabetes mellitus (T1DM) bir anabolik hormon olan insilinin tam veya
kismi yoklugu sonucu olusan kronik metabolik bir hastaliktir. Insiilin, pankreasin
Langerhans adaciklarindaki beta hiicreleri tarafindan sentez edilir. Bu hucrelerin
yoklugu veya otoimmiin nedenlerle hasara ugramasi, TIDM ile sonuglanir.
Tedavisinde mutlaka insiilinin disaridan verilmesi gerektiginden insiiline bagiml
diabetes mellitus olarak da adlandirilir. TIDM’in goriilme siklig1 biitiin diyabetikler
arasinda %10 civarindadir ve daha ¢ok ¢ocuklarda goriiliir (32, 112). Hastaligin
etiyolojisinde, genetik ve ¢evresel faktorler 6nemli rol oynamaktadir (32, 113):

2.8.1.1. Genetik Faktorler

T1DM’li bir bireyin birinci derece akrabalarinda diyabet gelisme riskinin 15—
20 kat daha yiiksek oldugu bildirilmektedir (114). Bir ¢alismada, TIDM olgularinin
birinci derece akrabalarinin %8,5’inde T1DM G6ykiisiiniin oldugu saptanmistir (115).

T1DM’nin 6.kromozomun kisa kolu tizerinde bulunan HLA genleri ile %30-
70 oraninda yakin iligkisi vardir (114, 116). Bu genlerin TIDM patogenezindeki
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fonksiyonlarinin ne oldugu tam olarak anlagilamamasina karsin immiin cevabin
gelisiminde (T hiicrelerine antijen sunumu gibi) 6nemli fonksiyonlarinin oldugu
diisiiniilmektedir. Bazi HLA antijenlerinin bulunmast TIDM’in ortaya ¢ikisin
kolaylastirici, bazilart ise engelleyicidir. HLA-DR3 veya DR4 antijenlerinin
varliginda T1DM gelisim riski 2-3 kat, her ikisinin bulunusunda 7-10 kat artar. DQ
antijenindeki degisiklikler de diyabet ¢ikisini etkilemektedir. HLA-DQ B zincirinde
57. pozisyondaki aspartik asitin homozigot yoklugu, TIDM gelisimi i¢in riski 100
kat artirir. DQ alfa zincirinde 52 pozisyonunda arginin bulunmasi da T1DM igin
yatkinlik saglar. Dolayisiyla DQ beta zincirinin 57. pozisyonu, DQ alfa zincirinin 52.
pozisyonu HLA molekilunun kritik bolgeleridir ve T hiicre reseptérlerine antijen
sunumunu engeller veya kolaylastirir. DR4-DQ8 ve DR3-DQ2 haplotipleri
maksimum yatkinlik saglarken, DR2-DQ6 ve DRS5 ise koruyucudur (117, 118).

T1DM’lilerin %20’sinde HLA genleri ile iliskisi olmayan, fonksiyonlar1 tam
olarak bilinmeyen yaklagik 20 gen ve bunlarin igerisinde de fonksiyonlar1 bilinen iki
gen tanimlanmistir. Bunlar, diyabete yatkinligin %10’undan sorumlu olan ve 11p5.5.
kromozomda yer alan IDDM2 ile 2933 kromozomda yer alan ve T hicre
aktivasyonundan sorumlu olan IDDM12 genleridir (114, 119).

2.8.1.2. Cevresel Faktorler

TIDM gelisiminde Onemli olan otoimmiinitenin baglamasinda veya
baskilanmasinda kimyasal maddeler, viriisler, gidalar gibi ¢esitli ¢evresel faktorler
onemli rol oynamaktadir. Genetik yatkinlig1 olan bireylerde T1DM gelisimi, ¢evresel
faktorlere maruziyet sikligina ve siiresine de baglidir (114). Bu fakttrlerden biri olan
virlisler dogrudan sitolitik etkiyle veya otoimmiiniteyi tetikleyerek P hiicre hasarina
yol acarlar. Kabakulak, rubella, sitomegalovirlis, coxsackie ve retroviriis gibi
enteroviruslerin  TIDM’ye yol agabilecegi gosterilmistir. Konjenital Rubella
sendromlu hastalarin  %10-20’sinde enfeksiyondan 5-25 yil sonra TIDM
goriilmektedir. Diger faktorler arasinda tiitsiilenmis et gibi nitrozaminden zengin
besinlerin sik tiiketilmesinin ve igme sularinda bulunan nitrat iceriginin T1DM ile
iliskisi gesitli ¢alismalarda gosterilmistir (120, 121). Toprakta diisiik ¢inko diizeyi ile
T1DM’de artis iligkisi gdsterilmis ve ¢inkonun immiin fonksiyon i¢in gerekli oldugu
belirtilmistir (122). Kimyasal ajanlarin ve ilaglarin da B hicrelerinde haraplanma
yaparak TIDM gelisimini kolaylastirdigi bilinmektedir. Alloxan, streptozotosin,
pentamidin ve vacor gibi ilaglarin diyabetojenik oldugu one siiriilmiistiir. Bunlardan
en 6nemlisi, diyabetik hayvan modeli olusturmak i¢in kullanilan streptozotosindir.
Streptozotosin, B htcrelerini direkt olarak ve otoimminiteye eden olarak
haraplamaktadir (123, 124).

Genetik ve cevresel faktorler, pankreasin [ hiicrelerine karsi otoimmiin
stirecin baglamasinda tetikleyicidirler (113). Otoimmiin siireg ile birlikte, pankreasin
adacik hiicrelerinde yavas ilerleyen yikim gelisir ve bununla beraber insiilin
sekresyonu azalmaya baslar. Onceleri, normal B hiicrelerinin salgiladig: insiilin ile
karbonhidrat, lipid ve protein metabolizmalar1 idame ettirildiginden, B hicrelerinin
onemli derecede hasarlanigina kadar gegirilen donem asemptomatiktir. Pankreastaki
B hucrelerinin %80-90’inin  haraplanmasi durumunda diyabetin klinik bulgulari
ortaya c¢ikmaktadir (32, 114). TIDM hastalarinda otoimmiin siire¢ dort fazda
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gerceklesmektedir; 1- cevresel faktorlere maruziyet, 2- T hiicrelerinin uyarilmasi, 3-
T hiicrelerinin farklilagsmast, 4- B hiicrelerinin haraplanmasi (32).

2.8.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Tip 2 diabetes mellitus (T2DM) ya da insiiline bagimli olmayan diabetes
mellitus instlinin periferik etkisinde ve pankrgasli crelerinin fonksiyonunda
bozukluklarla seyreden bir endokrin hastaliktir. Toplumda en sik goriilen diabetes
melllitus tipidir. T2DM’ta en 6nemli Ozellik, insdlinin fizyolojik etkilerine karsi
periferik dokularda, 6zellikle de c¢izgili kaslarda direng olusumudur. Bu direnc,
insiilin reseptdrleri veya post insiilin reseptor defektlerine bagli olabilir. Insiilin
direncini olusturabilen veya arttirabilen birgok faktor vardir. Bunlardan bazilari
arasinda obezite, hipertansiyon, yuksek kolesterol, metabolik sendrom, stres ve
akromegali sayilabilir (125, 126). T2DM’daki insiilinin eksikliginin nedenleri
asagidakiler olabilir (125, 127, 128):

2.8.2.1. Beta Hucresinin Kitlesinde Azalma

B Gc relerinin sayist pankreas tarafindan salgilanan insiilin miktarini
belirleyen bir faktordiir. Calismalarin ¢ogu, uzun siireli tip 2 diyabetlilerdehiicre
Kitlesinin  %20-40 oraninda azaldigim1 gostermektedir. Bu hastalarin adaciklar
morfolojik olarak normal bulunmus ve insilitis saptanmamuistir. 3 hilcresindeki bu
azalmanin nedeni bilinmemektedir.

2.8.2.2. Diisiik Dogum Agirhgi

Diisiik dogum agirliginda doganlarda ileriki yillarda T2DM veya glukoz
tolerans bozuklugu goriilme sikliginin arttigir gosterilmistir. Gebelik sirasindaki
olumsuz c¢evre kosullarinin neden oldugu fetiis malnutrisyonunun hem insiilin
duyarsizligit hem def} hiicresinin gelisimine, dolayisiyla kitlesine olumsuz etkileri
oldugu sanilmaktadir.

2.8.2.3. Glukoz Toksisitesi

Hiperglisemi hem pldiesi lze rine etki ederek insiilin salgilanmasini
baskilar hem de periferik dokularda insiilinin kullanilmasini azaltir. Hipergliseminin
B hicresi lizerine olan bu olumsuz etkisine glukoz toksisitesi adi verilmektedir.
Hiperglisemi durumunda siki metabolik kontrol ile (diyet ve insilin tedavisi ile)
insiilin salgilanmasinin diizeldiginin gozlenmesi hipergliseminin kendisinin insiilin
salgilanmas {izerine baskilayici bir etkisinin olabilecegini diisiindiirmiistiir. Ayrica
yuksek glukoza surekli maruz kalan B Hicresinde insulin gen transkripsiyonunun
bozuldugu bunun da insiilin sentezi ve sekresyonunu azalttigi gosterilmistir.

2.8.2.4. Lipid Toksisitesi

Insiilin sentezi ve sekresyonunun uyarilmasi, yalnizca glukofitiicresi
icine girmesi degil, ayn1 zamanda metabolizmasi ile olusan bir olaylar zinciridir.
Glukoz GLUT 2 adm verilen glukoz transport molekiilii araciligipillicresine
girer girmez G6P (glukoz 6 fosfat)’a doniiflidiicresinde heksokinaz (HK -1)
bulunmasina karsin glukokinaz glukozun G6P’a fosforilasyonunda yer alan major
enzimdir ve birgok 6zelligi nedeni ile de insiilin sekresyonu ifiiicresinde bir
glukoz algilayict olarak gorev yapar. Glukofudiicresindeki akibeti glukoliz
yonilyle metabolizmasidir. %10’dan daha az oranda glukoz pentoz fosfat metabolik
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yoluna girer. B hiicresindeki uzun zincirli serbet yag asidi CoA (Acyl-CoA) esterleri
normalde insiilin sekresyonunun baslamasinda Onemli rol oynamaktadirlar.
Hiperglisemi oldugunda sitoplazmadaki serbest yag asidi esterlerinin mitokondriye
gecisini saglayan karnitin palmitoil transferaz 1 enzimi inhibe oldugundan bu gegis
olmamakta ve serbest yag asidi esterlerp hiicresi sitoplazmasinda birikmektedirler.
Bu birikim de insiilin sekresyonunu uyarmaktadir. Glukoz metabolizmasi sirasinda
olusan malonil Ko-A, bu enzimin inhibisyonunu saglayan ara maddedir. Ancak
serbest yag asitleri ve yiiksek glukoz diizeylerine kronik olarak maruzfkalan
hiicresinde yukarida insiilin sekresyonunu uyaran olayin yavaslamasini hatta
inhibisyonuna neden olabilir.

2.8.2.5. Insiilin Salgilanma Bozuklugunda Genetik Nedenler

Glukozun B  hiicresi tarafindan taninmasinda, insiilinin sentez ve
salgilanmasinda rol oynayan spesifik proteinlerdeki mutasyonlar [ hicresi
disfonksiyonundan sorumlu olabilmektedirler. Simdiye dek glukokinaz geni,
mitokondriyal DNA geni, insulin geni ve insulin tretimindeki enzimlere ait genlerde
mutasyonlar tanimlanmistir. Bu mutasyonlar oldukc¢a nadir olup tim T2DM’lerin
%1-2sini olustururlar.

2.8.3. Gebelik Diyabeti (Gestasyonel Diabetes Mellitus)

Gebelik sirasinda fark edilen diyabet, gestasyonel diabetes mellitus (GDM)
olarak adlandirilir. Gebelikteki diyabetlilerin %90’ 11 GDM’liler olusturur. Her ne
kadar GDM dogumdan sonra kaybolsa da GDM’li kadinlarin %30°u 7-10 yil i¢inde
diyabet veya bozulmus glikoz intoleransi tanisi alir (129). GDM’nin sonraki
gebeliklerde tekrar goriilme orami ilk trimesterdeki kiloya bagli olarak %60-90
arasindadir (130).

GDM’li gebelikler, maternal ve fetal komplikasyonlar agisindan yiiksek riskli
gebelikler grubuna girmektedir (131). GDM’de erken dogum, perinatal mortalite,
fetal makrozomi, polisitemi, sarilik, hidroamniyoz, kardiomiyopati, ilk trimesterde
hipoglisemi ve gebeligin ikinci yarisinda hiperglisemi riski artmaktadir. GDM’li
annenin bebegi, erken yaglarda obezite gelisimi, bozulmus glikoz intoleransi ve
diyabet riski altindadir (132). GDM’li annelerde hipertansiyon ve sezaryenle dogum
orani artar (131, 133).

2.8.4. Diabetes Mellitus’un Gebelige Etkileri

Diyabet tanil1 gebelikler hem anne hem de fetiis agisindan riskli gebeliklerdir.
Diyabetin gebelige olumsuz yonde etkilerinden bazilari; fetiiste makrozomi, spontan
abortus, konjenital malformasyonlar, 6li dogum, polihidramniyoz ve annede
hipertansiyon, ketoasidoz, retinopati, noropati, nefropati ve preeklampsi risklerinin
artmasidir (35, 36).

Glukoz plasentadan kolaylikla gecerek fetiise ulasir ve fetiis hiperglisemiye
Langerhans adaciklariin hiperplazisiyle ve artan insiilin salgisiyla yanit verir. Bu da,
matenal diyabette fetiiste fazla kilo goriilmesinin bas sebebidir. Ayrica, siirekli
hipergliseminin, fetal polilri ve hidramniyozun sebebi oldugu diistiniilmektedir.
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Fetal makrozomi, organlarin hem hiicre sayisindaki artistan hem de hiicrelerin
boyut olarak biiylimesinden kaynaklanmaktadir. Diyabetik anne fetuslerindeki
hiperglisemi, maternal substrat artis1 ve fetal hiperinsiilinemi gibi multifaktoriyel
etkilerle fetal makrozomi ortaya ¢ikar. Ayrica insulin otoantikorunun da rolii vardr.
Normalde insulin plasentadan metabolik etki gosterecek miktarlarda gegcemez. Ancak
instlin otoantikoruna baglanan insiilin biiyiik Olgiide gecebilir ve boylece fetal
makrozomiyi artirir. Fetiiste insiiline duyarli dokular olan karaciger, yag dokusu,
adale, kalp, dalak, timus, adrenal bezler, pankreas gibi dokular hipertrofi ve
hiperplaziye ugrarken, beyin, bobrek ve femur boyunda benzer degisim goriilmez.

2.8.5. Diyabetik Plasentada Olusan Degisiklikler

DM’li gebelerin plasentalarinda en sik gdzlenen anormallik villoz
immatdritedir. Villoz immatiirite, gebelik yasina gore terminal villuslarin sayisinda
azalma ve matiir ve immatiir intermediyet villuslarin sayisinda artma ile
karakterizedir. Diyabetik gebeliklerin %40’inda plasentada maturasyon gebelik
haftasina uygun iken %60 plasentada immatiirite vardir (28). Vill6z immatiritenin
fetoplasental vaskiiler gelisim sorunun bir gostergesi olabilecegi diisiiniilmektedir
(134). Ani fetal 6lim olgularinin plasentalarinin histolojik degerlendirilmesinde
belirgin vill6z immatiirite goze ¢arpmaktadir (60). Vill6z immatlrite, intervilloz
boslukla fetal kapillerlerin arasindaki diflizyon mesafesini arttirarak kronik fetal
hipoksiye yol agmaktadir (37).

Diyabetik  gebelerin  plasentalari, maternal hiperglisemi ve fetal
hipervolemi’ye (dolasimdaki kanin asir1 fazlaligi) bagli olarak, kalin ve pletoriktir
(kan hiicrelerinin asir1 varhigi). Trigliserid, fosfolipid ve kolesterol igerigi, diyabetik
plasentalarda daha fazladir. Diyabetik plasentalarda plasentomegali gozlenir. Bu,
yiikksek DNA igerigiyle kanitlanan parankimal doku hiicreleri artigina bagli olarak
gelismektedir. Villuslar1 olusturan hiicrelerin neredeyse tamaminda artig goriiliir.
Villoz stromal fibroblastlar, villoz makrofajlar, endotel hicreler ve villoz
sitotrofoblastlar sayica artmistir. Villéz hiicre proliferasyonunda artisa bagli olarak
villus c¢aplarinda artis gozlenir (28). Sitotrofoblastlarin  sinsisyotrofoblasta
farklilasmasini uyaran epidermal biiylime faktOriiniin reseptoriiniin ekspresyonu DM
hastalarinda azalmistir. Bu nedenle, villoz sitotrofoblastlar farklilasmaktan ziyade
proliferasyon gosteriyor olabilir (39).

Trofoblastik bazal membranda lokal ya da yaygin kalinlagmalar gozlenir.
Bunun, enzimatik olmayan glikozilasyon veya tip 1V kollajen (bazal laminadaki en
onemli kollajen) miktarindaki artistan kaynaklandigi distliniilmektedir. Ayrica,
diyabetik  plasentalarin  mukopolisakkarit iceriginde azalma oldugundan,
dayanikliliklar1 belirgin 6l¢iide azdir.

Umblikal ven endotel hiicrelerindeki prostaglandinlerden PGI2 ve PGE2’nin
(etkili vazodilatorler ve umblikal damar hareketinin bas diizenleyicileri)
ekspresyonlarinin diyabetik plasentalarda normale gore azaldigi goriilmiistiir.

DM’li plasentalarda bozulan plasental perfiizyonun, trofoblastik bazal

membran kalinlasmasindan ve degisen umblikal endotel yapisindan kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Diyabetik plasentalarda koranjiyoz siklikla goriiliir. Koranjiyozun,
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meydana gelen hipoksiyi kompanse etmek amaciyla anjiyogenik faktorlerin
sentezinin uyarilmasinin bir sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Diyabetik plasentalar
fetal pletor (kan toplanmasi) yiiziinden koyu renklidir (28).

Diyabetik plasentalarda cekirdekli eritrosit (NRBC) sayisinda artig, Villoz
6dem, villoz fibrinoid nekroz (yani villoz stromanin yerini fibrinoidin almasi),
kalsifiye alanlarin artisi, fetal ve plasental damarlarda tromboz gibi anormallikler de
bildirilmektedir (135). Villoz 6demin Hofbauer hiicrelerindeki artistan dolay1 oldugu
diistiniilmektedir (28).

Diyabete nefropati de eslik ediyorsa, fetal biiyiime geriligi, plasentalarda
enfarktiis, desiduanin normalden kalin olmast ve plasenta agirhiginda ve
biiyiikliigiinde azalma goriiliir (67).

Diyabetik gebelerin plasentalarinda saptanan anormalliklerin  gebelik
stirecindeki kan sekeri kontrolii ile yakin iligkili olduguna dair yaygin bir kan1 vardir.
Bu diislinceyi destekleyen calismalar oldugu gibi, siki kan sekeri kontroliiniin
plasentaya ait histolojik patolojileri degistirmedigini gosteren ¢aligmalar da
mevcuttur (37, 136).

2.9. Intrauterin Biiyiime Geriligi (IUGR)

Fetlsln, bulundugu gebelik haftasina gore olmasi gereken standart agirliktan
%10 veya daha fazla oranin altinda olmas1 IUGR olarak adlandirilir. [IUGR goérilme
siklig1 gelismis iilkelerde %3 iken, gelismekte olan iilkelerde %]10'un tizerindedir

(137).

Malnutrisyon, fetal enfeksiyonlar (%5), trizomi 21 gibi kromozom
anomalileri, kemik ve kikirdak bozukluklar, teratojenler, preeklampsi ve
hipertansiyon gibi vaskiiler hastaliklar, renal hastaliklar, yiiksek rakimda yasam,
anemi, plasenta ve gobek kordonu anormallikleri ve ¢ogul gebelikler IUGR’da risk
faktorleridir. IUGR’a etki eden patolojik olmayan faktorler arasinda anne-babanin
boyu ve kilosu, ileri yaglarda gebe kalma, etnik kdken ve fetal cinsiyet sayilabilir.

IUGR'!n klinik olarak tanimlanmis iki tipi bulunmaktadir: Erken gebelik
donemlerinden itibaren etki eden faktorlere bagli olarak fetal hiicre sayisinin
etkilendigi simetrik ITUGR ve genellikle ge¢ gebelik donemlerinde etkili olan
faktorlere baglh olarak fetal hiicre sayisinin etkilenmeden, hiicre hacminin azaldig
asimetrik [JUGR (138). Simetrik IUGR’da fetal biylme, hiicresel hiperplazinin fazla
oldugu gebeligin erken donemlerinde kimyasallara maruziyet, malniitrisyon, viral
enfeksiyonlar ve kromozom anomalileri gibi nedenlerle olumsuz etkilenmistir.
Agirlik, boy ve bas cevresi orantili olarak kiiciiktiir. [UGR’l1 bebeklerin yaklasik
%?20-30’u bu gruba girer. Asimetrik IUGR, hiicre hipertrofisi, agirlik artisi ve
somatik organ biiylimesinin gerceklestigi gebeligin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikar.
En blyik nedeni uteroplasental yetmezliktir. Fetal basin viicuttan daha biiyiik olmasi
ve karin g¢evresindeki biiyiimenin sinirli kalmasiyla karakterizedir. IUGR’lilarin
%80’i asimetrik tiptedir (139).

36



IUGR perinatal mortalite ve morbidite agisindan ©6nemli bir klinik
problemdir. IUGR’da perinatal mortalite ve morbidite, normal bebeklere gore 5-20
kat fazladir. Dogum kilosu azaldik¢a perinatal morbidite ve mortalite riski artar.
IUGR’Ii1  bebeklerde intrauterin  6lum, norolojik  bozukluklar, konjenital
malformasyonlar, hipotermi, hipoglisemi, hipokalsemi, polisitemi, trombositopeni ve
enfeksiyon riski fazladir. IUGR’I1 bebekler %30-%50 oraninda intrapartum hipoksik
strese maruz kalirlar ve %50 oraninda neonatal problem yasarlar (40).

2.9.1. IUGR’h Plasentada Olusan Degisiklikler

IUGR olgularinda patolojik olarak en sik rastlanabilecek lezyon villuslarda
bliylik 06lgiide nekroz olusmasidir. Nekroz plasentanin tiim kalinligi boyunca
olabilecegi gibi, siklikla da plasental tabanda yerlesim gostermektedir (140).

IUGR plasentalart normal plasentalardan belirgin 6l¢iide daha kiigiik ve
hafiftir. Normalde genelde merkezi duruslu olan gobek kordonu, ITUGR’da
cogunlukla ekzentrik yerlesimlidir. Bu durum, plasental dolasimi olumsuz yonde
etkilemektedir (42).

IUGR’l1 plasentalarda perivilloz alanda yogun olarak fibrin depolanmasi
gozlenir. Bu durumun, uteroplasental dolagimin zayifligina bagli olarak olusan
hipoksinin, sinsisyotrofoblast dejenerasyonunu indiiklemesiyle meydana geldigi
diistintilmektedir (28).

IUGR’da hipoksi sonucu olusan, artmis sinsisyal diigimler ve fokal villoz
ddemle karakterize iskemik bolgeler gdzlenmektedir. iskemiden sonraki evre olan
iskemik villitis; sinsisyal nekroz, perivilloz fibrin depolanmalari ve polimorfoniikleer
hiicrelerin infiltrasyonunun gdzlendigi alanlardir. ileri IUGR vakalarinda iskemik
villitis gorulebilir. Plasentadaki spesifik insulin-baglayan reseptorlerin sayisi,
IUGR’l1 plasentada azalmaktadir.

IUGR’da villoz agacin periferal kisimlari matiir intermediyet villuslardan
olusmustur ve terminal villuslar bilinmeyen sebeplerden dolay1 gelismemistir. Buna
bagli olarak materno-fetal degisim yiizeyi azalmig ve materno-fetal difiizyon aralig
artmistir. Ayrica villoz sitotrofoblast apoptozunda artis ve stromal kapillerlerin
sayilarinda azalma vardir (41). Bunlarin, trofoblastlarin spiral arterlere yetersiz
invazyonu ve dolayisiyla azalmis uteroplasental perflizyon nedeniyle ortaya ¢iktig
diistiniilmektedir (28).
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GEREC VE YONTEM

3.1. Doku Temini ve Hazirlanmasi

Bu arastirmadaki ¢alisma gruplari, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi ve
Akdeniz Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimleri'ne basvuran
ve yazili onam alinan hastalardan olusmustur. Preeklampsi, diyabet ve intrauterin
bliyiime gerililigi teshisi konulan hastalarin ve herhangi bir komplikasyon
saptanmayan gebelerin (kontrol grubu) plasentalar1 ¢alismaya dahil edilmistir. Kadin
Dogum uzmanlari tarafindan preeklampsi (n:3), diyabet (n:3), IUGR (n:3) ve kontrol
grubunun (n:3) (Tablo 3.1) term plasentalar1 sezaryen dogum sirasinda alindi.
Plasentalar dogumdan hemen sonra steril kosullarda kuru buz lzerinde laboratuvara
getirildi.

Tablo 3.1. Deney gruplarindaki hastalarin klinik 6zellikleri.

Hasta | Klinik Yas Parite | Gestasyon | Tansiyon | Sigara Neonatal dogum agirhgi

no |kategori (hafta) kullanimi (gr), Cinsiyeti
1 PE 21 0 36 140/100 Yok 2350, K

1240, E
2* PE 42 1 31 140/95 Yok

1260, E
3 DM 36 2 39 120/80 Yok 4040, E
4 DM 38 3 38 140/70 Yok 3100, K
5 DM 35 2 36 120/65 Yok 2420, K
6 IUGR 28 0 43 120/70 Yok 3000, E
7 IUGR 30 1 39 110/85 Var 1995, K
8 IUGR 36 0 30 120/80 Yok 1100, K
9 | Normal 31 2 40 120/85 Yok 4190, E
10 | Normal 22 0 38 110/80 Yok 3060, E
11 | Normal 27 1 39 120/75 Yok 3650, E

PE, preeklampsi; DM; diabetes mellitus; IUGR, intrauterin bliyime geriligi; K, kiz; E, erkek
*: 2 nolu hasta dizigotik ikiz gebelik gerceklestirmistir.

3.2. immiinohistokimya Teknigi Icin Doku Hazirlanmasi

Plasentalardan alinan 6rnekler 6nce fosfat tamponlu salin (PBS; pH:7.4) ile
birkag¢ kere yikanarak dokulardaki fazla kanin uzaklastirilmasi saglandi. Daha sonra,
aliman plasenta Ornekleri immiinohistokimyasal tekniklerde kullanilmak iizere
Holland fiksatifinde (1000 ml distile suda %40’lik 100 ml formalin + 5 ml glasiyel
asetik asit + 40 gr pikrik asit + 2,5 gr bakir asetat) 6 saat fikse edildi. Fikse edilen
dokular, 6-7 saat musluk suyunda yikandiktan sonra sirasiyla %70, %80 ve %9011k
alkol serilerinde 24’er saat ve en son 9%100’lik alkolde 3 saat tutularak

38



dehidratasyon islemi gergeklestirildi. Ksilol i¢inde 3 defa 3’er dakika bekletilerek
seffaflastirma yapildi. Dokular 58°C’lik etlivde, 3 defa 1’er saat parafinize edildi. 3.
saatin sonunda, dokular temiz parafine gomiilerek parafinin oda 1sinda donmasi
saglandi. Boylece parafin bloklar olusturuldu.

3.3. Rutin Isik Mikroskopik Gézlemler

Dort gruba ait plasenta drneklerinin parafin bloklarindan 5 pm kalinliginda
kesitler alindi. Hematoksilen-eozin boyamasi yapilarak 1sik mikroskobu (Axioplan
Zeiss, Almanya) ile incelendi ve izlenen histopatolojik bulgular kaydedildi.

3.4. iImmiinohistokimya Yontemi

Deneklere ait doku bloklarindan alinan 5 mikrometre kalinligindaki kesitler
superfrost plus (manyetik olarak statik) lamlar iizerine alinarak 1 gece boyunca
56°C’lik etiivde bekletildi. Deparafinizasyon asamasi igin, parafin kesitler 2 defa
10’ar dakika ksilolden gegirildi. Kesitler daha sonra derecesi giderek azalan alkol
serilerinde (%100, %90, %80, %70) 5’er dakika bekletildi. Distile su ile 5 dakika
muamele edildi. Dokudaki antijenik epitoplarin ortaya ¢ikmasi icin kesitler, sitrik asit
tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) i¢cine alinarak ii¢ defa 7’ser
dakika mikrodalga firinda (750 watt) tutuldu. Mikrodalga uygulamasindan sonra
kesitler sitrik asit icerisinde 30 dakika boyunca oda isisinda sogutuldu. Kesitler
PBS’e alindiktan sonra dokularin c¢evresi hidrofobik kalemle ¢izildi. Daha sonra
kesitler 2 defa 5’er dakika PBS’ten gecirildi. Kesitler endojen peroksidaz aktivitesini
inhibe etmek i¢in metanolle hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit soliisyonunda 30
dakika inkiibe edildi. Kesitler PBS ile 3 kere 5’er dakika yikandiktan sonra
dokulardaki 0zgilil olmayan antikor baglanmasmi oOnlemek amaciyla, bloklama
solisyonu (Ultra V Block, LabVision Corporation TA-125UB) ile 8 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Serum kesitler lizerinden uzaklastirildiktan sonra, kesitler
tavsan poliklonal p27 (Kipl) 1:250 (RB-9019-P0 NeoMarkers, CA, USA), tavsan
poliklonal p57 (C-20) 1:400 (sc-1040 Santa Cruz, CA, USA), tavsan monoklonal
Ki67 (SP6) 1:50 (RM-9106-S1 NeoMarkers, CA, USA), fare monoklonal siklin D3
(D-7) 1:100 (sc-6283 Santa Cruz, CA, USA) primer antikorlariyla +4°C’de gece
boyu ve fare monoklonal PCNA (PC-10) 1:1000 (sc-56 Santa Cruz, CA, USA)
primer antikoru ile 45 dakika oda sicaklifinda nemli ortamda inkiibe edildi. Kontrol
kesitlerine uygun serum ya da izotip IgG uygulandi. Kesitler primer antikorlar ile
inkibasyondan sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile yikandi. Daha sonra Kesitler,
biyotinlestirilmis ve primer antikora baglanma &zelligi olan kegi anti-fare ve anti-
tavsan sekonder antikoru (Biotinylated Goat Anti-Polyvalent, LabVision Corporation
TP-125-BN) ile 25 dakika inkiibe edildi. Sonrasinda 3 defa 5’er dakika PBS ile
yikanan kesitler, 25 dakika streptavidin peroksidaz kompleksi (Streptavidin
Peroxidase (Ready-To-Use) LabVision Corporation TS-125-HR) ile inkiibasyona
birakildi. PBS ile tekrar 3 kez 5 ’er dakika yikamadan sonra, immunoreaktiviteyi
saptamak icin kesitler AEC (AEC substrate system (Ready-To-Use) LabVision
Corporation TA-125-SA) ile 5-20 dakika muamele edildi. Daha sonra kesitler distile
suya alind1 ve sonrasinda Mayer’in hematoksileni ile 20 saniye zit boyama yapilarak
akar musluk suyunda yikandi. Kesitler Kaiser’in gliserol jelatini (MERCK Darmstadt
Almanya, OB514196) kapatma soliisyonu ile kapatildi, Axioplan 151k mikroskopunda
(Zeiss, Almanya) plasental kesitlerdeki PCNA, Ki67, siklin D3, p27 ve p57
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proteinlerinin dagilimlar1 ve immunoreaktiviteleri tespit edilip incelendi ve
fotograflandi.

3.5. Istatistiksel Degerlendirme

Tdm gruplara ait dokulardaki PCNA, Ki67, siklin D3, p27 ve p57
immiinohistokimyasal =~ boyanmalarinin  semikantitatif ~ degerlendirilmelerinde
HSCORE kullanildi. Birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan her bir plasenta
dokusunun villuslarindaki ve koryonik ve bazal plaklarindaki (3 ayrt bolge) 5’er
degisik alandaki immiino pozitif hiicrelerin sayimlart X200 buyitmede yapildi.
Boyanan hiicrelerin yiizdesi temel almarak degerlendirme yapildi. Immiino pozitif
her hicrenin boyanmasi, boyanma yogunlugu temel alinarak: Boyanma mevcut
degilse (-), az boyanmalarda (+), normal boyanmalarda (++) ve yogun boyanmalarda
ise (+++) olarak skorlandi. Incelenen her kesit igin gézlemlenen HSCORE degeri
yogunluk kategorileri ile carpilarak toplandi [HSCORE=S P; (i+l), i, yogunluk
skoru ve Pj, hiicrelerin yiizde degerleri]. Elde edilen HSCORE degerleri
grafiklendirildi. Istatistiksel analiz olarak Mann-Whitney U rank testi yapilarak
kontrol grubuyla deney gruplari karsilastirildi.
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BULGULAR

4.1. Rutin Isik Mikroskopik Gozlemlerin Sonuclari

Hematoksilen-eozin boyama teknigi uygulanan kontrol, preeklamptik, IUGR
ve diyabet gruplarina ait term plasenta 6rnekleri ii¢ temel bolge esas alinarak 151k
mikroskobu altinda incelendi.

4.1.1. Kontrol Grubu Plasentalarinin Gozlem Sonuclar:

Sekil 4.1.1.1a-c. Hematoksilen-cozin (HE) ile boyanmis kontrol grubu term plasentalarina ait
kesitlerin koryonik plak gériiniimii. a: X10. b: Intervilloz araliktaki maternal kan
adaciklarn (*) X20 c: Langhans fibrinoid tabakasi (oklar arasi)) ve Langhans
fibrinoid icindeki sitotrofoblast hiicresi (kesikli ok) X40. (kp: koryonik plak, km:
koryonik mezengim, ae: amniyon epiteli, ia: intervilloz aralik, v: villus)

Kontrol grubu plasentalarinda 3 bdlge temel olarak esas alindi. Bu bolgeler,
sirasiyla koryon frondozumdan gelisen koryonik plak (Sekil 4.1.1.1.a-c), intervilloz
araliga agilan ve direkt olarak anne kani ile temas eden villuslar (Sekil 4.1.1.2.a-C) ve
maternal ve fetal dokularin karisimindan olusan bazal plak (Sekil 4.1.1.3.a-c) idi.
Koryonik plagin intervilloz araliga bakan yiiziindeki Langhans fibrinoid tabakasi
(Sekil 4.1.1.1.¢c) ve bazal plaktaki Rohr ve Nitabuch fibrinoid tabakalar1 gézlemlendi
(Sekil 4.1.1.3.b,c). Rohr tabakasi, bazal plagin yiizeysel kati iken Nitabuch tabakasi
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ise derinde maternal ve fetal hiicrelerin kars1 karsiya geldikleri alanda bulunuyordu
(Sekil 4.1.1.3.b,c). Koryonik plakta fetal ylizden maternale dogru amniyon epiteli,
koryonik mezensim ve Langhans fibrinoid tabakasi ayirt edilebiliyordu (Sekil
4.1.1.1.a-c). Kontrol grubu plasentalardaki villuslarin ¢ogunlugu terminal villustu,
ayrica kok villuslar da gozlemlenebiliyordu (Sekil 4.1.1.2.a-c). Bazal plagin
intervilloz araliga bakan yiiziinde sinsisyotrofoblast tabakasi, hemen ardinda Rohr
tabakasi ve sonrasinda ise ekstravilloz trofoblastlar, desidual stromal hicreler ve
derinde de Nitabuch fibrinoid tabakasi gozlendi. Bazal plaga demirleyen villuslar
g6zlemlendi (Sekil 4.1.1.3.a-C).

Sekil 4.1.1.2a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis kontrol grubu term plasentalarina ait
kesitlerin villuslarinin gériinimi. a: X10. b: X20. c: Fetal eritroblastlar iceren ve
fetal endotel hiicreleri ile c¢evrili fetal kan damarlart (siyah oklar), vill6z
sitotrofoblast hicreleri (kisa oklar), sinsisyotrofoblast niikleuslar1 (yesil oklar),
sinsisyal diigiimler (mavi oklar), intervilloz araliktaki maternal eritrositler (¢ift ok)
X40. (ia: intervilloz aralik, kv: kok villus, tv: terminal villus)
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Sekil 4.1.1.3a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis kontrol grubu term plasentalarina ait
kesitlerin bazal plak gériniimi. a: X10. b: Demirleyici villus (kesikli ¢izgi icindeki
bolge) X20. c: Fetal eritroblastlar iceren ve fetal endotel hiicreleri ile gevrili fetal
kan damarlann (oklar), ekstravilloz trofoblast hicreleri (mavi oklar),
sinsisyotrofoblast niikleuslar1 (kesikli oklar), desidual stromal hiicreler (yesil oklar)
X40. (bp: bazal plak, ia: intervilloz aralik, evt: ekstravilloz trofoblastlar, Rf: Rohr
fibrinoid tabakasi, Nf: Nitabuch fibrinoid tabakasi)

Makroskopik olarak preeklamptik ve IUGR grubuna ait plasentalar kontrol
grubuna gore belirgin 6lctde kicuktl. Diyabetik gruba ait plasentalar ise kontrol
plasentalardan belirgin olarak daha blyukt.

4.1.2. Preeklamptik Grup Plasentalariin Gézlem Sonuclari

Preeklamptik plasentalarda kalsifiye alanlarda (Sekil 4.1.2.1.a-d) ve sinsisyal
digimlerde artis (Sekil 4.1.2.2.a-C), ayrica intravilloz (Sekil 4.1.2.1.a-d) ve
intervilloz fibrinoid birikimleri (Sekil 4.1.2.2.a-c) gozlendi. Ek olarak preeklamptik
plasentalarin bazal plaklarinda normale gore kalinlagsma, fibrinoid birikimleri (Sekil
4.1.2.3.a,b) ve nekrotik alanlar vardi.
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Sekil 4.1.2.1a-d. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmig PE grubu term plasentalarina ait kesitlerde
intravilloz fibrinoid birikimleri (yesil oklar) ve kalsifiye alanlar (mavi oklar). a:
X10. b: X20. b’deki alan a’dakinin biyitiilmiisidiir. ¢: X20. d: X40. d’deki alan
¢’dekinin biiyltilmisidir. e: X10. f: X20. f’deki alan e’dekinin buytilmisiidir.
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Sekil 4.1.2.2a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmig PE grubu term plasentalarina ait kesitlerde
artan sinsisyal diigiimler ve intervilldz fibrinoid birikimleri. a: X10. b: X20. c: X40.
Intervilloz fibrinoid birikimleri (kirmiz1 oklar), sinsisyal diigiimler (mavi oklar).

Sekil 4.1.2.3a,b. Hematoksilen-cozin (HE) ile boyanmig PE grubu term plasentalarina ait kesitlerde
artan fibrinoid birikimleri (mavi oklar) ve bazal plakta kalinlasma. a: X10. b: X20.
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4.1.3. IUGR Grubu Plasentalarinin Gézlem Sonuclari

IUGR grubuna ait plasentalarda, bazal plakta nekrotik bdolgeler (Sekil
4.1.3.1.a-c), intravilloz (Sekil 4.1.3.2.a-c) ve perivilloz (Sekiller 4.1.3.3.a-b ve
4.1.3.4.a-c) fibrinoid birikimlerinde artis, villoz immaturite (Sekil 4.1.3.3.a-C) ve
kalsifiye alanlarda artis gozlendi.

2 N & fiL- e - J i
Sekil 4.1.3.1a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmus IUGR grubu term plasenta kesitlerinde
desidual nekroz. a: X10. b: X20. c: X40. Desiduada nekrotik alanlar (mavi oklar).

Sekil 4.1.3.2a-c. Hematoksilen-cozin (HE) ile boyanmig ITUGR grubu term plasenta kesitlerinde
intravilloz fibrinoid birikimleri (yesil oklar). a: X10. b: X20. c: X40.
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Sekil 4.1.3.3a-c. Hematoksilen-cozin (HE) ile boyanmig IUGR grubu term plasenta kesitlerinde vill6z
immatrite ve villus aralarinda perivilloz fibrinoid birikimleri. a: X10. b: X20. c:
X40.

Sekil 4.1.3.4a-c. Hematoksilen-ecozin (HE) ile boyanmig IUGR grubu term plasenta kesitlerinde
perivilléz fibrinoid birikimleri (yesil oklar). a: X10. b: X20. c: X40.
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4.1.4. Diyabetik Grup Plasentalarimin Gozlem Sonuclar:

Diyabetik plasentalarda intervilloz (Sekiller 4.1.4.1.a-c ve 4.1.4.2.a-C) ve
perivilloz (Sekil 4.1.4.4.a-c) fibrinoid birikimleri, villoz 6dem, villus gaplarinda artis,
villuslarda nekrotik bolgeler (Sekil 4.1.4.2.a-c), koryonik plakta artan proliferasyon
(Sekil 4.1.4.3.a-c) ve nekroz (Sekil 4.1.4.3.a-c) tespit edildi.

Sekil 4.1.4.1a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis diyabet grubu term plasenta kesitlerinde
intervilloz fibrinoid birikimleri (sar1 oklar). a: X10. b: X20. c: X40.

Sekil 4.1.4.2a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmig diyabetik term plasenta kesitlerinde villus
nekrozu (sar1 oklar) ve intervilloz fibrinoid birikimleri (yesil oklar). a: X10. b: X20. c: X40.
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Sekil 4.1.4.3a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmig diyabetik term plasenta kesitlerinde
koryonda artan proliferasyon (yesil oklar) ve nekrotik dokular (mavi oklar). a: X10.
b: X20. c: X40.

Sekil 4.1.4.4a-c. Hematoksilen-eozin (HE) ile boyanmis diyabetik term plasenta kesitlerinde
perivilloz fibrinoid birikimleri (villuslararasindaki pembe alanlar). a: X10. b: X20.
c: X40.
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4.2. PCNA immiin Boyanmalarimin Sonuglari ve Istatistiksel Analizi

Immiinohistokimyasal boyanma sonuglarina gére, PCNA immdunoreaktivitesi
plasental hiicre tiplerinin timinde gézlendi (Sekiller 4.2.1.a-h, 4.2.3.a-h ve 4.2.5.a-
h).

PE grubunun villoz sitotrofoblastlarindaki PCNA pozitif immunoreaktivitesi
kontrole goére belirgin sekilde daha yiiksekti (Sekil 4.2.1.c,d). Villuslardaki PCNA
immiin  boyanmasi, IUGR’li plasentalarin  villoz  sitotrofoblastlarda  ve
sinsisyotrofoblast niikleuslarinda kontrole gore azaldi (Sekil 4.2.1.e.,f). Diyabetik
plasentalarda ise villoz sitotrofoblastlarindaki, sinsisyotrofoblasttaki, villoz stromal
hicrelerdeki ve fetal endotel hiicrelerdeki PCNA immunoreaktivitesi kontrole goére
artt1 (Sekil 4.2.1.g,h).
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Sekil 4.2.1.a-h.  Kontrol, PE, TUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta villuslarinda PCNA immiin

boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Villoz sitotrofoblastlar (pembe oklar),

sinsisyotrofoblast niikleuslar1 (siyah oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil oklar), vill6z stromal
hicreler (mavi oklar).
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¥
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Villuslardaki PCNA boyanmasinin H-SCORE sonuglarinin istatistiksel
analizinde, kontrol grubuyla PE, IUGR ve diyabet gruplarinin villuslarindaki PCNA
immunopozitif reaksiyon endeksleri arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli
oldugu goruldu (p<0,05) (Tablo 4.2.1).

Hem PE (p=0,020) hem de diyabet (p<0,001) grubunda villuslardaki PCNA
boyanma yogunlugu kontrole gére anlamli sekilde artt1 (Sekil 4.2.2, Tablo 4.2.1).
IUGR grubuna ait plasentalarda ise PCNA endeksi kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde azaldi1 (p<0,001) (Sekil 4.2.2, Tablo 4.2.1).

Tablo 4.2.1. Villuslardaki PCNA boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar Villuslardaki PCNA boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 185,167 + 3,112
PE grubu 203,889 + 6,55 (p=0,020)*
IUGR grubu 108,056 * 5,242 (p<0,001)*
Diyabet grubu 205,75 £ 5,069 (p<0,001)*
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Kontrol PE IUGR Diyabet
Gruplar
Sekil 4.2.2. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarimin villuslarindaki PCNA boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Preeklamptik plasentalarin bazal plaklarindaki PCNA boyanma yogunlugu
Ozellikle ekstravilloz trofoblastlarda ve desidual hiicrelerde kontrole gore azaldi
(Sekil 4.2.3.c,d). IUGR grubunun bazal plaklarinda da tiim hiicrelerde PCNA
reaksiyonu azaldi (Sekil 4.2.3.e,f). Diyabetik grubun bazal plaklarinda ise kontrole
gore belirgin bir fark yoktu (Sekil 4.2.3.g,h).
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Sekil 4.2.3.a-h.

- g z 7 gl a o 4

Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta bazal plaklarinda PCNA immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Ekstravilloz sitotrofoblastlar (yesil oklar), desidual
hiicreler (siyah oklar), fetal endotel hiicreleri (mavi oklar).
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Kontrol grubuyla PE ve IUGR gruplarinin bazal plaklarindaki PCNA
boyanma endeksleri arasindaki farklar istatistiksel olarak anlamli idi (p<0,05) (Tablo
4.2.2). Kontrol grubunun bazal plaklarindaki PCNA immin boyanma yogunlugu, PE
ve IUGR gruplarina gore anlamli sekilde daha fazla bulundu. Ancak kontrol grubun
bazal plaklarindaki PCNA boyanmasit yogunlugunda diyabetik gruba gore
istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisiis tespit edildi (Sekil 4.2.4, Tablo 4.2.2).

Tablo 4.2.2. Bazal plaklardaki PCNA boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p

degerleri)
Gruplar Bazal plaklardaki PCNA boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 192,833 + 4,578
PE grubu 158,333 + 3,792 (p<0,001)*
IUGR grubu 125,278 + 6,984 (p<0,001)*
Diyabet grubu 196,944 + 5,632 (p=0,822)
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Gruplar
Sekil 4.2.4. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin bazal plaklarindaki PCNA boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Preeklamptik koryonik plaklardaki PCNA immiin boyanmasi kontrolle
karsilastirildiginda amniyon epitelinde boyanma azalirken,  sitotrofoblast
hiicrelerinde ise boyanmada artig tespit edildi (Sekil 4.2.5.c,d). IUGR grubunda ise
kontrole gore tiim hiicrelerin boyanmasinda azalma vardi (Sekil 4.2.5.¢,f). Kontrole
kiyasla diyabetik plasentalarin amniyon epiteli ve koryonik plak sitotrofoblast
hiicreleri PCNA ile daha yogun boyandi (Sekil 4.2.5.g,h).
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Kontrol

Sekil 4.2.5.a-h.

Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta koryonik plaklarinda PCNA
immiin boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20.
Kiguk resim negatif kontrol. f: IUGR X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Koryonik
plaktaki sitotrofoblastlar (mavi oklar), sinsisyotrofoblast niikleuslar1 (yesil oklar), amniyon
epiteli (turuncu oklar), koryonik mezensimal hiicreler (siyah oklar).
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Koryonik plaklardaki PCNA boyanma yogunluklar1 istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda, sadece kontrolle IUGR gruplarinin arasinda anlamli fark vardi ve
IUGR grubunun koryonik plaklarindaki PCNA boyanmasi yogunlugu, kontrole gore
anlamli sekilde daha az idi (p<0,001) (Sekil 4.2.6, Tablo 4.2.3).

Tablo 4.2.3. Koryonik plaklardaki PCNA boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p

degerleri)
Gruplar Koryonik plaklardaki PCNA boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 119,167 + 7,319
PE grubu 125,556 + 6,859 (p=0,559)
IUGR grubu 80 £ 7,41 (p<0,001)*
Diyabet grubu 135 + 6,896 (p=0,152)
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Gruplar
Sekil 4.2.6. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin koryonik plaklarindaki PCNA boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

4.3. Ki67 iImmiin Boyanmalarinin Sonugclar ve Istatistiksel Analizi

Ki67 ise plasentalarin villoz sitotrofoblast hiicrelerinde, villoz stromal
hicrelerde ve koryonik ve bazal plaklardaki hicrelerde immin pozitif reaksiyon
gosterdi. PCNA’nin aksine sinsisyotrofoblast tabakasinda ve endotel hiicrelerinde
boyanma tespit edilmedi (Sekiller 4.3.1.a-h, 4.3.3.a-h ve 4.3.5.a-h).

Preeklamptik plasentalarin villoz sitotrofoblastlarindaki Ki67
immiinoreaktivitesi kontrole gore belirgin sekilde artti (Sekil 4.3.1.c,d). ITUGR’I1
plasentalarda kontrole gore villus sitotrofoblast boyanmasinda belirgin sekilde
azalma vardi (Sekil 4.3.1.¢,f). Kontrolle karsilastirildiginda diyabetik plasentalarin
villoz sitotrofoblastlar1 ve villoz stromal hiicreleri, Ki67 ile daha yogun
immunopozitif reaksiyon gosterdi (Sekil 4.3.1.g,h).
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Sekil 4.3.1.a-h.

Kontrol

= P 'y - 2 e __\

Kontrol, PE, TUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta villuslarinda Ki67 immin

boyanmalar1. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Villoz sitotrofoblastlar (siyah oklar), sinsisyotrofoblast
niikleuslar1 (turuncu oklar), villoz stromal hiicreleri (yesil oklar).
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Kontrol grubuyla PE, IUGR ve diyabet gruplarn arasinda plasental
villuslardaki Ki67 boyanma yogunlugu agisindan istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu tespit edildi (p<0,05) (Tablo 4.3.1). PE (p=0,020) ve diyabet (p<0,001)
gruplarinin villuslarindaki Ki67 boyanma yogunlugu kontrole gore anlamli sekilde
artti (Sekil 4.3.2, Tablo 4.3.1). IUGR grubunda ise PCNA endeksi kontrole goére
istatistiksel olarak anlamli sekilde azald1 (p<0,001) (Sekil 4.3.2, Tablo 4.3.1).

Tablo 4.3.1. Villuslardaki Ki67 boyanma yogunlugu (ortalama =+ standart sapma, p degerleri)

Gruplar Villuslardaki Ki67 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 90,909 + 3,76
PE grubu 102,520 + 3,66 (p=0,044)*
IUGR grubu 50,278 + 4,229 (p<0,001)*
Diyabet grubu 108,611 + 5,252 (p=0,013)*
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Sekil 4.3.2. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin villuslarindaki Ki67 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Bazal plaktaki Ki67 ekspresyonu preeklamptik (Sekil 4.3.3.c,d) ve IUGR
(Sekil 4.3.3.¢,f) plasentalarinda 6zellikle ekstravilloz trofoblast hicrelerinde kontrole
gore buyik olgiide azaldi. Diyabetik plasentalarin bazal plaklarindaki desidual
hiicrelerin ve invazif trofoblastlarin Ki67 boyanmasi kontrol plasenta grubuna gore
artt1 (Sekil 4.3.3.g,h).
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Kontrol

Sekil 4.3.3.a-h.

Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta bazal plaklarinda Ki67 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. Kiiglk resim negatif kontrol. d: PE
X40. e: IUGR X20. f: JUGR X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Ekstravilldz trofoblastlar
(siyah oklar), desidual hiicreler (turuncu oklar).
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Kontrol grubuyla karsilastirildiginda diger tiim gruplarin bazal plaklarindaki
Ki67 boyanma endeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (p<0,05)
(Tablo 4.3.2). PE ve IUGR gruplarmin bazal plaklarindaki Ki67 boyanma
yogunlugu, kontrol grubundan anlamli sekilde daha az tespit edildi. Diyabetik grupta
ise bazal plaklardaki Ki67 boyanmasi yogunlugu kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde yiiksekti (Sekil 4.3.4, Tablo 4.3.2).

Tablo 4.3.2. Bazal plaklardaki Ki67 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar Bazal plaklardaki Ki67 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 43,864 + 4,709
PE grubu 23,929 * 3,523 (p=0,005)*
IUGR grubu 19,412 + 4,198 (p<0,001)*
Diyabet grubu 65 + 5,913 (p=0,006)*
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Sekil 4.3.4. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin bazal plaklarindaki Ki67 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Koryonik plakta PE’deki Ki67 boyanmasi sitotrofoblast hiicrelerinde belirgin
Olgiide artarken diger hiicrelerde azaldi (Sekil 4.3.5.c,d). IUGR plasentalarinin
koryonik plaklarinda Ki67 reaktivitesi tiim hiicrelerde 6zellikle de sitotrofoblast
hiicrelerinde azaldi (Sekil 4.3.5.e,f). Diyabetik grubun koryonik plaklarindaki Ki67
boyanmasi sitotrofoblast hiicrelerinde artt1 (Sekil 4.3.5.9,h).
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Kontrol

Sekil 4.3.5.a-h.

Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta koryonik plaklarinda Ki67 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Koryonik sitotrofoblastlar (mavi oklar), koryonik
mezensim hiicreleri (siyah oklar), amniyon epiteli (turuncu oklar).
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PCNA’dakine benzer sekilde sadece kontrolle IUGR gruplarinin koryonik
plaklarindaki Ki67 boyanma yogunluklar arasinda anlamli bir fark vardi ve IUGR
grubunda boyanma yogunlugu, kontrole gore anlamli sekilde azald1 (p<0,001) ( Sekil
4.3.6, Tablo 4.3.3).

Tablo 4.3.3. Koryonik plaklardaki Ki67 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p
degerleri)

Gruplar Koryonik plaklardaki Ki67 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 45,682 + 4,771
PE grubu 57,188 + 7,187 (p=0,174)
IUGR grubu 12,895 + 1,342 (p<0,001)*
Diyabet grubu 62,5+ 5,117 (p=0,061)
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Sekil 4.3.6. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarmin koryonik plaklarindaki Ki67 boyanma
yogunluklari. (* p<0,05)

4.4. Siklin D3 immiin Boyanmalariin Sonugclar ve Istatistiksel Analizi

Siklin D3 plasentalarin villoz sitotrofoblast hiicrelerinde, villoz stromal
hicrelerde ve koryonik ve bazal plaklardaki hicrelerde immin pozitif reaksiyon
gosterdi. Ki67’ye benzer sekilde sinsisyotrofoblastta ve endotel hucrelerinde
boyanmadi (Sekiller 4.4.1.a-h, 4.4.3.a-h ve 4.4.5.a-h).

Siklin D3 immdunoreaktivitesi PE grubunun villoz sitotrofoblastlarinda
kontrole gore daha fazlaydi (Sekil 4.4.1.c,d). IUGR grubunda ise basta villoz
sitotrofoblastlar olmak Uzere tim hicrelerde siklin D3 boyanmasi kontrole gore
azaldi  (Sekil 4.4.1.e,f). Kontrole gore diyabetik plasentalarin  villoz
sitotrofoblastlarinda ve villéz stromal hiicrelerindeki siklin D3 immunoreaksiyonu
artt1 (Sekil 4.4.1.g,h).
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Kontrol

Sekil 4.4.1.a-h. Kontrol, PE, ITUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta villuslarinda siklin D3 immin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Villoz sitotrofoblastlar (siyah oklar), sinsisyotrofoblast
niikleuslar1 (yesil oklar), vill6z stromal hiicreleri (mavi oklar).
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Villuslardaki siklin D3 boyanma yogunlugu karsilastirildiginda, kontrol
grubunun tiim gruplarla arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu goriildii
(p<0,001) (Tablo 4.4.1). PE diyabette kontrole gore anlamli sekilde artis var iken
(Sekil 4.4.2, Tablo 4.4.1) IUGR grubunda da kontrole gore istatistiksel olarak
anlamli sekilde azalma tespit edildi (Sekil 4.4.2, Tablo 4.4.1).

Tablo 4.4.1. Villuslardaki siklin D3 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar Villuslardaki siklin D3 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 57,5+ 4,787
PE grubu 90,417 = 4,104 (p<0,001)*
IUGR grubu 20,417 = 1,564 (p<0,001)*
Diyabet grubu 90 + 4,478 (p<0,001)*
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Sekil 4.4.2. Kontrol, PE, TUGR ve diyabet gruplarinin villuslarindaki siklin D3 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Bazal plaktaki siklin D3 ekspresyonu, PE ve IUGR’da kontrole kiyasla biiytik
Olgiide azaldi, her iki grupta da sadece az sayida desidual hiicre pozitifti (Sekil
4.4.3.c-f). Diyabetik plasentalarda ise kontrolle karsilastirildiginda siklin D3
boyanmasi ekstravilloz trofoblastlarda artt1 (Sekil 4.4.3.g,h).
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Sekil 4.4.3.a-h.  Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta bazal plaklarinda siklin D3 immin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Ekstravilloz trofoblastlar (siyah oklar), desidual
hiicreler (yesil oklar).
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Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, PE ve IUGR gruplarinin bazal
plaklarindaki siklin D3 boyanma endeksleri istatistiksel olarak azalmistia001)
(Tablo 4.4.2). Diyabetik grupta ise bazal plaklardaki siklin D3 boyanmasi yogunlugu
kontrole gore istatistiksel olarak anlamli olmayan sekilde ytiksekti (Sekil 4.4.4, Tablo
4.4.2).

Tablo 4.4.2. Bazal plaklardaki siklin D3 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p

degerleri)
Gruplar Bazal plaklardaki Siklin D3 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 35,313 £ 5,505
PE grubu 11,667 £ 1,124 (p<0,001)*
IUGR grubu 5,833 £ 0,562 (p<0,001)*
Diyabet grubu 46,429 + 5,012 (p=0,161)
60
50 T
=]
=)
- = -
Fws
$2%
o __E > 30
§>E
@ §20 -
@
\ Bl —
0
Kontrol PE IUGR Diyabet
Gruplar
Sekil 4.4.4. Kontrol, PE, TUGR ve diyabet gruplarinin bazal plaklarindaki siklin D3 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

PE grubunun koryonik plaktaki siklin D3 boyanmasi ise amniyon epitelinde
kontrole gore biiyiikk 6l¢iide artarken, diger hiicrelerde kontrole gore azaldi (Sekil
4.45.c,d). IUGR’da koryonik plaktaki tim hicrelerde kontrole goére siklin D3
ekspresyonu azaldi (Sekil 4.4.5.e,f). Diyabetik grupta kontrole gore siklin D3
boyanmasi amniyon epitelinde artt1 (Sekil 4.4.5.g,h).
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Sekil 4.4.5.a-h.

! ek, 3 5 1 i : v =T 8

Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta koryonik plaklarinda siklin D3

immiin boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20.
f: IUGR X40. g: Diyabet X20. Kugtk resim negatif kontrol. h: Diyabet X40. Koryonik
sitotrofoblastlar (mavi oklar), koryonik mezengim hiicreleri (siyah oklar), amniyon epiteli

(yesil oklar).
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Kontrol grubu ile IJUGR ve diyabet gruplarinin koryonik plaklarindaki siklin
D3 boyanma yogunluklar1 arasinda anlamli bir fark vardi ve IUGR grubunda
boyanma yogunlugu, kontrole gére anlamli sekilde azalmis iken diyabetik grupta ise
arttig1 tespit edildi (p<0,001) (Sekil 4.4.6, Tablo 4.4.3).

Tablo 4.4.3. Koryonik plaklardaki siklin D3 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p

degerleri)
Gruplar Koryonik plaklardaki siklin D3 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 35,625 + 3,256
PE grubu 37,083 + 4,785 (p=0,944)
IUGR grubu 4,167 £ 0,562 (p<0,001)*
Diyabet grubu 54,375 £ 1,7 (p<0,001)*
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Sekil 4.4.6. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin koryonik plaklarindaki siklin D3 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

4.5. P27 immiin Boyanmalarinin Sonuclar ve Istatistiksel Analizi
P27, plasentalardaki tim hicrelerde immino pozitif reaksiyon gosterdi
(Sekiller 4.5.1.a-h, 4.5.3.a-h ve 4.5.5.a-h).

Preeklamptik plasentalarin villuslarindaki basta villoz sitotrofoblastlar ve
sinsisyotrofoblastlarda ayrica da villoz stromal hiicrelerde p27 ekspresyonu artti
(Sekil 4.5.1.c,d). IUGR’l1 plasentalarin vill6z sitotrofoblastlarindaki, villoz stromal
hicrelerindeki ve fetal endotel hicrelerindeki p27 ekspresyonu kontrol grubuna gore
artis gosterdi (Sekil 4.5.1.e,f). P27, kontrole kiyasla diyabetik plasentalarin villoz
sitotrofoblastlarinda daha fazla boyanirken, sinsisyotrofoblastlarda ise daha az
boyand1 (Sekil 4.5.1.g,h).
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Sekil 4.5.1.a-h.

Kontrol

Kontrol, PE, ITUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta villuslarinda p27 immiin

boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Villoz sitotrofoblastlar (siyah oklar), sinsisyotrofoblast
niikleuslar1 (turuncu oklar), fetal endotel hiicreleri (yesil oklar), villoz stromal hiicreleri (mavi
oklar).
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Kontrol grubunun villuslarindaki p27 boyanma yogunlugu PE ve IUGR
gruplarina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde fazla idi (0,001) ( Tablo 4.5.1).
Kontrol grubu ile diyabet arasinda ise anlamli bir fark tespit edilmedi (Sekil 4.5.2,
Tablo 4.5.1).

Tablo 4.5.1. Villuslardaki p27 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar Villuslardaki p27 boyanma yogunlugu
(Ortalama = Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 120,278 £ 7,225
PE grubu 173,611 + 5,48 (p<0,001)*
IUGR grubu 176,389 + 6,35 (p<0,001)*
Diyabet grubu 110,278 £+ 6,15 (p=0,273)
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Sekil 4.5.2. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin villuslarindaki p27 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Bazal plaktaki p27 ekspresyonu preeklamptik plasentalarin ekstravilloz
trofoblastlarinda kontrole gére yogun bigimde artis gosterdi (Sekil 4.5.3.c,d). IUGR
plasentalarinda ise desidual hiicrelerinde kontrole kiyasla artan ve ekstravilloz
trofoblastlarda ise degismeyen ekspresyon gozlendi (Sekil 4.5.3.e,f). Diyabetik
plasentalarda bazal plaktaki hiicrelerin p27 ekspresyonu kontrole gore degismedi
(Sekil 4.5.3.g,h).
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IUGR

Sekil 4.5.3.a-h.  Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta bazal plaklarinda p27 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. Kigik resim negatif kontrol. h: Diyabet X40. Ekstravilléz
sitotrofoblastlar (mavi oklar), desidual hiicreler (siyah oklar).
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Kontrol grubuyla karsilastirildiginda, sadece PE grubunun bazal plaklarindaki
p27 boyanma endeksi istatistiksel olarak artt1 (90,001) ( Tablo 4.5.2). Digerlerinde
ise kontrole gére anlamli fark yoktu (Sekil 4.5.4, Tablo 4.5.2).

Tablo 4.5.2. Bazal plaklardaki p27 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar

Bazal plaklardaki p27 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)

Kontrol grubu

171,389 + 9,295

PE grubu

228,611 + 8,143 (p<0,001)*

IUGR grubu

192,5 + 7,101 (p=0,086)

Diyabet grubu

162,778 % 9,533 (p=0,358)
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Sekil 4.5.4. Kontrol, PE, ITUGR ve diyabet gruplarinin bazal plaklarindaki p27 boyanma
yogunluklari. (* p<0,05)

Koryonik plakta p27 imminoreaktivitesi preeklamptik ve IUGR
plasentalarinin amniyon epitelinde ve koryonik stromal hiicrelerinde kontrol grubuna
gore artig gosterdi. (Sekil 4.5.5.c-f). Diyabetik plasentalarin koryonik plaklarindaki
p27 boyanmasi kontrole gére amniyon epiteli ve koryonik stromal hiicrelerde artis
gosterdi (Sekil 4.5.5.g,h).
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Kontrol

IUGR

Sekil 4.5.5.a-h.  Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta koryonik plaklarinda p27 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Koryonik sitotrofoblastlar (siyah oklar), koryonik
mezensim hiicreleri (mavi oklar), amniyon epiteli (turuncu oklar).
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Kontrolle tiim gruplarin koryonik plaklarindaki p27 boyanma yogunluklari
arasinda anlamli bir fark vardi ve hepsinde de boyanma yogunlugu kontrole gore
anlamli sekilde artt1 (p<0,005) (Sekil 4.5.6, Tablo 4.5.3).

Tablo 4.5.3. Koryonik plaklardaki p27 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p
degerleri)

Gruplar Koryonik plaklardaki p27 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 108,611 + 10,023
PE grubu 177,5 £ 5,502 (p<0,001)*
IUGR grubu 182,5 £ 6,934 (p<0,001)*
Diyabet grubu 140,556 * 8,79 (p=0,022)*
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Sekil 4.5.6. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin koryonik plaklarindaki p27 boyanma
yogunluklari. (* p<0,05)

4.6. P57 immiin Boyanmalarinin Sonuclar ve Istatistiksel Analizi
P57, sinsisyotrofoblast ve endotel hiicreleri hari¢ plasentadaki diger tiim
hlcreler ile reaksiyon gosterdi (Sekiller 4.6.1.a-h, 4.6.3.a-h ve 4.6.5.a-h).

Preeklamptik villuslarin villoz stromal hiicrelerindeki p57 ekspresyonu
kontrole gore artt1 (Sekil 4.6.1.c,d). Kontrol grubuyla mukayese edildiginde IUGR
plasentalarinin villoz sitotrofoblastlar1 daha yogun immiinoreaksiyon gosterdi.
Ayrica villoz stromal hiicrelerde p57 immiino boyanmasi kontrol grubuna gore
bliyiik olciide artt1 (Sekil 4.6.1.e,f). Diyabetik plasentalarin villuslarindaki villoz

stromal hiicrelerin immiino boyanmasi kontrol grubuna gére azaldigi gozlendi (Sekil
4.6.1.g,h).

74



Kontrol

Sekil 4.6.1.a-h.  Kontrol, PE, TUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta villuslarinda p57 immiin

boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. Kiglk
resim negatif kontrol. f: IUGR X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Vill6z sitotrofoblastlar
(siyah oklar), sinsisyotrofoblast tabakas: (turuncu oklar), villéz stromal hiicreleri (mavi oklar).

“ © £
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Kontrol grubuyla diger gruplarin villuslarindaki p57 boyanma yogunlugu
arasindaki farklarin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo
4.6.1). PE ve IUGR gruplarinin villuslarindaki P57 immin boyanma yogunlugu
kontrole gore anlamli sekilde artt1 (Sekil 4.6.2, Tablo 4.6.1). Diyabetik grupta ise
kontrole gore anlamli sekilde azaldi (p<0,001) (Sekil 4.6.2, Tablo 4.6.1).

Tablo 4.6.1. Villuslardaki p57 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar

Villuslardaki pS7 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)

Kontrol grubu

161,667 + 4,868

PE grubu 177,778 = 4,523 (p=0,012)*
IUGR grubu 186,944 + 8,931 (p=0,038)*
Diyabet grubu 75,278 £ 6,056 (p<0,001)*
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Sekil 4.6.2. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin villuslarindaki p57 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Bazal plaktaki p57 ekspresyonu, preeklamptik plasentalarin ekstravilloz
trofoblastlarinda kontrole gore biiyiik Olclide artis gosterdi (Sekil 4.6.3.c,d). IUGR
plasentalarinda da ekstravilloz trofoblastlarin p57 boyanmasi kontrole gore fazlaydi
(Sekil 4.6.3.e,f). Diyabetik plasentalarin bazal plaklarindaki p57 ekspresyonu ise
kontrole gore degismedi (Sekil 4.6.3.g,h).
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Sekil 4.6.3.a-h.  Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta bazal plaklarinda p57 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Ekstravilloz sitotrofoblastlar (siyah oklar), desidual
hicreler (mavi oklar), sinsisyotrofoblast tabakasi (turuncu oklar).
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Kontrol grubuyla PE ve IUGR gruplarinin bazal plaklarindaki p57 boyanma
endeksleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark vardi (Tablo 4.6.2). PE ve IUGR
gruplarinin bazal plaklarindaki p57 boyanma yogunlugu, kontrol grubundan anlamli
sekilde daha fazlaydi (Sekil 4.6.4, Tablo 4.6.2).

Tablo 4.6.2. Bazal plaklardaki p57 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p degerleri)

Gruplar Bazal plaklardaki p57 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 1725+ 75
PE grubu 202,222 + 4,395 (p=0,011)*
IUGR grubu 193,889 + 4,013 (p=0,035)*
Diyabet grubu 160,556 + 6,377 (p=0,233)
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Sekil 4.6.4. Kontrol, PE, ITUGR ve diyabet gruplarinin bazal plaklarindaki p57 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)

Preeklamptik plasentalarin koryonik plaklarindaki p57 immunopozitif
reaksiyon, amniyon epitelinde ve koryonik stromal hiicrelerde kontrol grubuna gére
daha fazla oldugu tespit edildi (Sekil 4.6.5.c,d). IUGR’l1 grupta ise koryonik
plaklardaki hiicrelerin tamaminda kontrol grubuna goére immiino reaksiyonda artis
gozlendi (Sekil 4.6.5.e,f). Diyabetik grupta kontrole gére p57 boyanmasi amniyon
epitelinde artt1, koryonik stromal hiicrelerde ve sitotrofoblastlarda azaldi (Sekil
4.6.5.g,h).
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Kontrol

Sekil 4.6.5.a-h.  Kontrol, PE, IUGR ve diyabetik gruplara ait term plasenta koryonik plaklarinda p57 immiin
boyanmalari. a: Kontrol X20. b: Kontrol X40. c: PE X20. d: PE X40. e: IUGR X20. f: IUGR
X40. g: Diyabet X20. h: Diyabet X40. Koryonik sitotrofoblastlar (siyah oklar),
sinsisyotrofoblast tabakasi (mavi oklar), koryonik mezengim hiicreleri (yesil oklar).
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Kontrolle tiim gruplarin koryonik plaklarindaki p57 boyanma yogunluklar
arasinda anlaml fark vardi. PE ve IUGR gruplarinda boyanma yogunlugu, kontrole
gore anlamli sekilde artarken, diyabetik grupta ise anlamli olarak azaldi (Tablo 4.6.3,
Sekil 4.6.6).

Tablo 4.6.3. Koryonik plaklardaki p57 boyanma yogunlugu (ortalama + standart sapma, p

degerleri)
Gruplar Koryonik plaklardaki p57 boyanma yogunlugu
(Ortalama + Standart Sapma, p degeri)
Kontrol grubu 145 + 10,33
PE grubu 183,333 + 5,332 (p=0,012)*
IUGR grubu 185,556 + 9,867 (p=0,008)*
Diyabet grubu 100,278 + 5,505 (p=0,011)*
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Sekil 4.6.6. Kontrol, PE, IUGR ve diyabet gruplarinin koryonik plaklarindaki p57 boyanma

yogunluklari. (* p<0,05)
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TARTISMA ve SONUCLAR

Proliferasyon belirteci PCNA, hiicre siklusunun yani sira DNA tamirinde de
rol aldigi icin siklusta olmayan DNA’s1 hasarlanmis hiicrelerde de ekspresyonu
gergeklesmektedir (141, 142). Sonu¢ olarak PCNA’nin  hiicrede immiino-
histokimyasal olarak saptanmasi, o hiicrenin ya siklusta oldugunu ya da hasarli
DNA’sinin tamir edilmekte oldugunu gdstermektedir (143). Insan plasentasinda
PCNA ekspresyonu en yogun olarak villoz ve invazif sitotrofoblastlarda tespit
edilmistir. Ayrica sinsisyotrofoblastta, vill6z stromal hiicrelerde, desidual hiicrelerde
ve desidual bez hicrelerinde PCNA ekspresyonu mevcuttur (43). PCNA
ekspresyonu, 1. trimesterde yogun sekilde gozlenirken terme dogru giderek azalir
(144-146). Insan plasentasinin 1. trimesterinde PCNA eksprese eden hiicre yiizdesi
13.4 iken termde ise bu yuzdenin sadece 1.9 oldugu hesaplanmistir (147). Ayrica,
sican plasentalarindaki PCNA ekspresyonunun da gebeligin ilerleyen gilinlerinde
azaldig1 saptanmustir (148).

1. trimester insan plasentalarindaki  Ki67  ekspresyonu vill6z
sitotrofoblastlarda, villoz stromal hicrelerde, invazif sitotrofoblastlarda ve desidual
hicrelerde gorUlmistiir. Sinsisyotrofoblastta ve endometriyal bez hiicrelerinde
ekspresyonu tespit edilmemistir (43). Bir¢ok c¢alismada (1, 4, 147, 149-151) 1.
trimester plasentalarin  villoz sitotrofoblastlarindaki Ki67 ekspresyonu yogun
bulunmustur. PCNA ekspresyonuna paralel olarak Ki67 ekspresyonu da 1.
trimesterde en fazla iken terme dogru giderek azalir (1, 4, 144, 146, 149, 150). Fare
plasentalarinda da baglanti zonundaki Ki67 ekspresyonun gebeligin ilerleyen
evrelerinde azaldigr belirtilmistir (152). Normal term plasentasindaki Ki67
immunpozitif reaktivitesi, sinsisyotrofoblastta ve ekstravilloz trofoblastlarda (EVT)
gozlenmemistir (45).

Siklin D tipleri arasinda, en yaygin eksprese edilen ve ¢ogu hiicre tipinde
sadece tek bagina ekspresyon gosteren siklin D3’tiir (153). Kiiltiire edilmis villoz
sitotrofoblastlarda siklin D1’in eksprese edilmedigi, siklin D2 ve D3’ilin ise
ekspresyon gerceklestirdigi ancak farklilagsma ile birlikte seviyelerinin azaldig
bildirilmistir (154). Siklin D3’{in plasentalarin villoz sitotrofoblastlarinda eksprese
edildikleri ancak sinsisyotrofoblastta ve invazif sitotrofoblastlarda ekspresyon
gerceklestirmedikleri rapor edilmistir. Normal plasental gelisimde PCNA ve Ki67’ye
benzer sekilde, villoz sitotrofoblastlardaki siklin D3 ekspresyonunun birinci
trimesterden terme kadar giderek azaldigi bilinmektedir. Bu proteinler 1. trimesterde
baslica villoz sitotrofoblastlarda ekspresyon gosterirken, bizim calismamizin aksine
termde plasentanin higbir bolgesinde eksprese edilmedikleri rapor edilmistir (1).

Normal insan plasentasindaki p27 ekspresyonunun lokalizasyonu ve miktar1
hakkinda birbiriyle ¢elisen calismalar vardir. Bir ¢alismada 1. trimester normal
plasentalarinda p27 ekspresyonu yogun olarak farklilasmig ve bdliinme
gergeklestirmeyen tabaka olan sinsisyotrofoblastta gozlenmekte iken villoz
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sitotrofoblast hicrelerinde ise orta seviyededir (149, 150). Ancak baska bir
calismada, 1. trimester plasentalarin villoz sitotrofoblastlarinda diisiikk diizeyde
immunopozitif reaksiyon var iken sinsisyotrofoblastta immiin reaktivite tespit
edilmemistir. Termde ise sinsisyotrofoblastta zayif ekspresyon goézlenmistir (1). P27
ekspresyonun terme dogru arttigini (1, 149) veya azaldigini (150) gdsteren galismalar
mevcuttur. Fare plasentalarinda yapilan bir ¢aligmada gebeligin 12. giiniinde,
desidual hucrelerde, spongiyotrofoblastlarda ve labirint zonda orta diizeyde p27
ekspresyonu gozlenirken gebelik ilerledikge, bu bdlgelerdeki ekspresyon artmistir
(158).

P27 genini icermeyen farelerle yapilan ¢alismalarda ise bu farelerde hicre
proliferasyonunda artisa bagli olarak makrozomi, organlarda hiperplazi ve timor
olusumu gorilmistiir (16-19, 155, 156).

Normal plasentalardaki p57 ekspresyonu villéz sitotrofoblastlarda, villoz
stromal hucrelerde, amniyon epitelinde, invazif sitotrofoblastlarda ve desidual
hiicrelerde tespit edilmistir. Fakat sinsisyotrofoblastta ve endometriyal bez
hiicrelerinde ise tespit edilmemistir (1, 43, 157). Insan plasentalarinda p57
ekspresyonu en fazla invazif sitotrofoblastlarda eksprese edildi ve terme kadar pozitif
immunoreaktivitesini devam ettirdi (1). Fare plasentalarinda, gebeligin 12. giiniinde,
desidual hucrelerde ve spongiyotrofoblastlarda ylksek ve labirint zonda orta diizeyde
p57 ekspresyonu gozlenirken 14. giinde ekspresyon maksimuma ulasmis ve gebelik
ilerledikge tekrar azalmistir (158).

p57 geni yok edilmis (knock out) farelerin plasentalarinda da labirent zon ve
spongiyotrofoblastlarda hiperplaziye bagli olarak plasentomegali gozlenmistir. Bu
verilere gore, p57 farelerdeki labirent ve spongiyotrofoblast proliferasyonunu
duzenleyici role sahiptir (159). P57 geninin bir aleli silinmis olan gebe farelerde
hipertansiyon, proteiniiri gibi preeklampsi benzeri semptomlar ortaya c¢ikmaktadir.
Bu fareler, preeklampsi i¢in model olusturan tek fare modelidir (160).

Tim CKi’ler iginde sadece p57 embriyonik gelisimde rol oynamaktadir (12,
13, 155, 156, 161, 162). P57 geni olmayan fare embriyolarinda organ hiperplazisi,
birgok gelisimsel anormallikler ve 6lii dogumlar gozlenmistir (12, 13).

Hiicrelerin  farklilasabilmeleri  i¢in  hiicre  siklusundan  ¢ikmalari
gerekmektedir. Bu da, CKi’lerin indiiklenmesiyle basarilabilir. CKi'ler terminal
farklilasmada oOnemli roller oynamaktadir (163). Kiiltire edilmis villoz
sitotrofoblastlarin terminal farklilasmasinda p27 mRNA’larinin upregiile olduklar
bulunmustur (154).

Bir c¢alismada, p27 ve p57'nin fare plasentalarindaki trofoblast
farklilagmasinin kontroliinde rol oynadiklart ve p27 ve p57 genleri mutant farelerin
plasentalarinda gelisimsel bozukluklar goriildiigii bildirilmistir. Bu farelerin
plasentalarindaki labirint zonun normalden daha az damarlandigi ve daha fazla
trofoblast igerdigi belirtilmistir. (163). P27 ve p57’nin in vivo fonksiyonlarini analiz
eden bagka bir fare modelinde de, p57 geni uzaklastirilarak yerine p27 geni
konmustur. Sonug olarak, p57 vahsi tipi, fare plasentalarinin bazal ve labirint zon
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trofoblastlarinda ekspresyon gosterirken, p27 geniyle yer degistiren plasentalarda ise
plasentadaki trofoblastlarda biiyiik 6l¢iide azaldi. Ayn1 zamanda, p57 geni silinmis
olan veya p27 geniyle yer degistiren plasentalarda nekrotik bolgeler ve plasental
displazi gelisti (164).

Preeklampsi, maternal ve fetal morbidite ve mortalitenin en O6nde gelen
nedenlerinden olan gebelik donemine 6zgli bir multisistemik hastaliktir (27).
Preeklampsinin etiyolojisi tam olarak aydmlatilamamigtir (103). Preeklampside
gebelik boyunca yaklasik 10 kat artmasi beklenen uteroplasental kan akimi artisi
gerceklesemez, sonugta plasental hipoksi olusur ve fetiise giden kan azalir (27, 98).

Preeklampside ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin %15-%50’sinin apoptoza
ugradig goriilmiistiir. Preeklampsideki azalmis ekstravilloz trofoblast invazyonuna
bu artan apoptozun neden oldugu diisiiniilmektedir (31). Ablasyo plasenta yani
plasentanin desiduaya yeterince tutunamamasindan dolayr erken ayrilmasi,
preeklampside 3 kat daha sik goriilmektedir (111). Bu da ekstravilloz trofoblast
hlcrelerinde artan apoptozdan kaynaklaniyor olabilir.

Preeklamptik plasentalarin normalden daha kii¢iik oldugu ve plasenta/fetiis
agirlik oraninin azaldigr bilinmektedir (111). Calismamizda da, preeklamptik gruba
ait plasentalar makroskobik olarak kontrol grubundakilere gore belirgin 6lclde
kiguktu.

Preeklamptik hastalarin  uteroplasental yapilarinda belirgin histolojik
degisiklikler olusur ve bunlar akut arteroz olarak adlandirilir. Bu degisikliklerden
bazilari, intravilloz fibrinoid birikiminde artis, damar ¢eperindeki hiicrelerde
proliferasyon artigi, diiz kas hiicresi proliferasyonu gibi mikroskobik bulgulardir.
Yetersiz kan akim1 sonucu olusan plasental hipoksi, preeklampside en ¢ok gdzlenen
plasental degisimlerden olan nekrotik bdlgeleri meydana getirir (111). Calismamizda
preeklamptik gruba ait plasentalarda kalsifiye alanlarda ve sinsisyal diiglimlerde
artig, intravilloz fibrinoid birikimleri ve bazal plaklarda nekrotik alanlar ve fibrinoid
birikimlerindeki artisa bagli olarak normale gore kalinlasma gézlendi. Bu bulgular,
preeklamptik plasentalarda gdzlenen bulgularla uyumludur.

Preeklamptik plasentalarin villoz sitotrofoblastlarinda PCNA ve Ki67 pozitif
immiinoreaktivitelerindeki artis, normale go6re artmis proliferatif aktiviteyi
gostermektedir (29, 165-168). Villoz sitotrofoblastlardaki artan proliferasyonun,
iskemi sonucunda ortaya ¢ikan hipoksinin sinsisyumlarda olusturdugu zedelenme
sonrasinda  proliferasyon yetene§i olmayan sinsisyotrofoblast tabakasinin
rejenerasyonunu sagladigr diistiniilmektedir (29). Preeklampside villéz sitotrofoblast
sayisinin normal gebeliklerden daha fazla oldugunu gosteren morfometrik veriler
vardir (31, 169, 170).

Preeklampside vill6z sitotrofoblast apoptozunun da normale gore arttigi rapor
edilmistir (171). Bunun yami sira, normal term plasentalarina gore preeklamptik
plasentalarda sinsisyotrofoblastta apoptoz daha fazla bulunmustur (30, 172). Bu
bulgulara dayanarak, preeklampside villoz sitotrofoblastlarin proliferasyonu,
flizyonu ve apoptozu kapsayan devrinin (turnover) normale gore arttigi

83



teorisi ortaya atilmistir (173). Bunlara ek olarak, invazif sitotrofoblastlardaki
apoptozun, normale gore preeklampside arttigt TUNEL metoduyla gosterilmistir
(31).

Immiinohistokimyasal ~ bulgularimiza  gére, PE  grubunun villoz
sitotrofoblastlarindaki proliferatif belirtegler olan PCNA, Ki67 ve siklin D3
immiinoreaktiviteleri  kontrole goére daha yiiksekti. Bulgularimiz  diger
arastirmacilarin bulgulariyla uyumludur.

Preeklamptik plasentalarin bazal plaklarinda proliferatif belirteclerin (PCNA,
Ki67 ve siklin D3) ekspresyonlar1 6zellikle ekstravilloz trofoblastlarda yogun 6l¢iide
azaldi. Bu azalmada invazif sitotrofoblastlarda artan apoptozun etkili oldugunu
diisiinmekteyiz.

Preeklamptik koryonik plaklardaki proliferatif belirte¢lerin immiin boyanmasi
kontrolle karsilagtirildiginda da, PCNA ve Ki67 boyanmalarinin koryonik
sitotrofoblast hiicrelerinde belirgin 6lclide artarken diger hiicrelerde azaldigini tespit
ettik. PE’de koryonik sitotrofoblast hiicrelerindeki  proliferatif — artisin,
sitotrofoblastlarin artmis devrinden kaynaklandigini diisinmekteyiz. Siklin D3
immin boyanmalarmin koryondaki sitotrofoblast hticrelerinde kontrole gore
azaldigim tespit ettik. G1 fazinda gorevli olan siklin D’nin bulgularinin PCNA ve
Ki67 ile ortiismemesi, proliferasyon gosteren koryonik sitotrofoblast hiicrelerinin
cogunlugunun siklusun G1 fazinda olmamasindan kaynaklaniyor olabilir.

Preeklamptik plasentalarin villuslarinda siklus inhibitérlerinden p57°nin
villoz stromal hicrelerinde ve p27°nin de bu hucrelere ek olarak villoz
sitotrofoblastlar ve sinsisyotrofoblast hiicrelerinde immiin boyanmalar1 kontrol
grubuna gore artis gosterdi. Bu bulgular, preeklamptik plasentalarda sitotrofoblastlar
ve sinsisyotrofoblast hiicrelerindeki apoptozun normalden fazla oldugu bulgusuyla
ortiismektedir. Ayrica, villoz stromal hiicrelerindeki siklus inhibitdrleri boyanmasi
artig1 da preeklamptik plasentalarin normale gore kiiciik olmasinin nedenlerinden biri
olabilir.

Bazal plakta ise preeklamptik plasentalarin ekstravilloz trofoblastlarinda
siklus inhibitorlerinin boyanmalar1 kontrol grubuna gére buyik 6lciide artis gosterdi.
Bu artista da invazif sitotrofoblastlarda artan apoptozun etkili oldugunu
diistinmekteyiz.

PE plasenta koryonik plagindaki p27 ve p57 immiinreaktivitelerinin amniyon
epitelinde ve koryonik stromal hiicrelerde kontrole goére artmasi, koryonik plagin
kigllmesine neden olup PE plasentalarin normalden kiiciik olmasina katki sagliyor
olabilir.

Calismamizdaki H-SCORE analizi sonuglarina gore, proliferatif belirtegler
olan PCNA, Ki67 ve siklin D3 boyanma yogunluklar1 PE grubunun villuslarinda
kontrole gore anlamh sekilde artarken, PE grubunun bazal plaklarinda da anlaml
sekilde azaldi. PE’de villuslardaki proliferatif belirte¢ boyanmasi artisinin primer
olarak  villoz sitotrofoblast  proliferasyonundaki artistan  kaynaklandigin
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diisiinmekteyiz. Bazal plaktaki proliferatif belirte¢ boyanma yogunlugu azalmasinda
ise, preeklampside artan ekstravilloz trofoblast apoptozunun etkili oldugunu
diisiinmekteyiz.

Kontrol grubuyla kiyaslandiginda, PE grubunun tiim bdlgelerinde siklus
inhibitorleri olan p27 ve p57'nin boyanma yogunluklart istatistiksel olarak anlamli
sekilde artt1. Villuslardaki p27 boyanma yogunlugundaki artisin nedenleri ise
preeklampside gdzlenen villoz sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast hicrelerinde
apoptoz artis1 olabilir. PE grubunun bazal plaklarindaki p27 ve p57 ekspresyonu
artist, invazif sitotrofoblastlardaki apoptozun, normale gore preeklampside
artmasindan kaynaklaniyor olabilir.

Intrauterin biiyiime geriligi (IUGR) perinatal mortalite ve morbidite riski
acisindan Onemli bir obstetrik problemdir. ITUGR’l1 bebeklerde intrauterin 6lim,
norolojik bozukluklar, konjenital malformasyonlar, hipotermi, hipoglisemi,
hipokalsemi, polisitemi, trombositopeni ve enfeksiyon riski fazladir (40).
Giliniimiizde, dogum disinda, IUGR’nin progresif siirecini durduracak veya geri
dondiirecek etkin bir tedavi yoktur. IUGR, gebelik siirecinde hayati organlarin
korunmasi amaciyla olusan dolasimin yeniden diizenlenmesiyle ve bir siire sonra da
hipoperfiizyona bagli olarak fetal organ hasariyla sonuglanmaktadir.

IUGR’a neden olan plasental yetmezligin erken donemdeki klinik bulgusu,
umbilikal arterde diren¢ artimidir (174). Bu donemde fetal hipoksi s6z konusudur
(175). IUGR’l1 bebeklerin %30-%50’si intrapartum hipoksik strese maruz kalirlar
(40). Kronik fetal hipokside, hayati organlara yeterli oksijen saglayabilmek amaciyla
fetal dolagim yeniden diizenlenir ve sonugta beyin gibi hayati organlara kan akimi
artarken, gastrointestinal sistem, bobrekler ve perifere giden kan akimi azalir (176).

IUGR patogenezi plasental hiper- ve hipooksijenasyon seklinde iki gruba
ayrilabilir. Bu gruplar trofoblastik proliferatif aktivite yoOniinden degisiklik
gostermektedir (177, 178). Plasental hiperoksijenasyonda azalmis proliferatif aktivite
varken, plasental hipooksijenasyonda ise preeklampside de gozlendigi gibi diisiik
maternal kan akisimna bagli olarak trofoblastik proliferatif aktivite artar. IUGR
olgularmin %84’tinde diisiik veya orta seviyede proliferatif endeks goriiliir (179).
Caligmamiza dahil olan IUGR olgularinin hepsinde de proliferatif belirtecler olan
PCNA, Ki67 ve siklin D3 endekslerinin kontrol grubuna gére azaldigi goriildi.

IUGR plasentalar1 normal plasentalardan belirgin 6l¢iide daha kiigiiktiir (42).
Calismamizdaki I[UGR plasentalar1 makroskobik olarak kontrol grubundakilerden
daha kigukta.

IUGR plasentalarinda en sik rastlanan lezyon villuslarda nekrozdur. Nekroz
plasentanin tiim kalinlig1 boyunca olabilecegi gibi, ¢ogunlukla bazal plakta yerlesim
gostermektedir (140). IUGR’li plasentalarda perivilloz alanda yogun fibrin
depolanmasi goézlenir (28). IUGR’da terminal villuslar bilinmeyen sebeplerden
dolay1 gelismemistir ve bunlarin yerinde matiir intermediyet villuslar vardir (41).
Calismamizda IUGR grubuna ait plasentalarda vill6z immaturite, kalsifiye alanlarda
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artig, perivilloz fibrinoid birikimleri ve desiduada nekrotik bdlgeler gdzlendi. Bu
bulgular IUGR’l1 plasenta bulgulartyla ortiismektedir.

Villoz sitotrofoblastlardaki Ki67 ekspresyonunun IUGR’li plasentalarda
azaldig1 gosterilmistir (45, 180-181). IUGR’I1 plasentalarda apoptozun O6zellikle
villoz sitotrofoblastlarda ve stromal dokuda normalden fazla oldugu gosterilmistir
(30, 172, 182-184). Apoptoza ugrayan sinsisyotrofoblast niikleusu sayis1 da IUGR’l1
term plasentalarda normale goére daha yuksektir (30). Ayrica IUGR koryonik
mezensimindeki trofoblast hiicrelerinde de normale gore artan apoptoz gozlenmistir
(185).

Immiinohistokimyasal sonuglarimiza gore, IUGR villuslarindaki proliferatif
belirteglerden Ki67 ve siklin D3 boyanmalari en fazla villoz sitotrofoblastlarda
olmak iizere tiim hiicrelerde kontrole gore azaldi. PCNA’da da benzer sekilde
IUGR’I1 plasentalarin villoz sitotrofoblastlarinda ve sinsisyotrofoblastta kontrole
gore azalmig immiin boyanmast vardi. Bulgularimiz yukarida belirttigimiz
calismalarla paralellik géstermektedir.

IUGR grubunun bazal plaklarindaki tiim hiicrelerde PCNA reaksiyonu
azalirken bazal plaktaki Ki67 ekspresyonu da, ozellikle ekstravilloz trofoblastlar
yonunden kontrole gore yogun Ol¢iide azaldi. Bazal plaktaki siklin D3 ekspresyonu
da PCNA ve Ki67’ye paralel sekilde kontrol grubuna kiyasla biiyiik dlgiide azaldi.

IUGR plasentalarinin koryonik plaklarindaki PCNA, Ki67 ve siklin D3
pozitif reaktiviteleri tim hicrelerde azalirken, Ki67 ekspresyonu ozellikle
sitotrofoblast  hiicrelerinde belirgin sekilde azaldi. Koryonik sitotrofoblast
hiicrelerindeki proliferasyon diisiisii, ITUGR koryonik trofoblast hiicrelerindeki
normale gore artan apoptozdan kaynaklaniyor olabilir. Koryonik stromal hicrelerinin
proliferasyonlarinda azalma da IUGR plasentalarin normalden Kic¢lk olmasina katki
sagliyor olabilir.

IUGR’l1 plasentalarin villuslarinin vill6z sitotrofoblastlarindaki ve villoz
stromal hicrelerindeki p27 ve p57 ekspresyonlar1 kontrole gore artarken bunlara ek
olarak p27 boyanmasi fetal endotel hiicrelerinde de artti.

IUGR plasentalarinin bazal plaklarinda ise p27 ve p57 ekspresyonlarinda
degisiklikler vardi. P27 i¢in desidual hiicrelerde kontrole kiyasla artan ve ekstravilloz
trofoblastlarda ise degismeyen ekspresyon gozlenirken p57°de ise ekstravilloz
trofoblastlarin boyanmasi kontrole gore fazlaydi. [IUGR bazal plaklarinda p27 ve
p57’nin farkli paternlerde reaksiyon gostermeleri, bu iki proteinin yapisal olarak
benzer olmalarina ragmen IUGR ekstravilloz trofoblastlarinda farkli fonksiyonlari
olabilecegine isaret etmektedir.

IUGR’11 plasentalarin koryonik plaklarinda p27 immiinoreaktivitesi amniyon
epitelinde ve koryonik stromal hiicrelerinde kontrole gore artti. P57°de ise bunlara ek
olarak sitotrofoblastlarda da boyanma artis1 olmustur. IUGR’l1 plasentalarin koryonik
trofoblast hiicrelerinde artan p57 immin boyanmasinda, IUGR’da bu hiicrelerde
normale gore artan apoptoz etkili olabilir.
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H-SCORE analizi sonuglarimiza gére, [IUGR grubuna ait plasentalarin tiim
bolgelerinde PCNA, Ki67 ve siklin D3 boyanma yogunluklari kontrole gore
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi. Villuslardaki boyanma yogunlugu
azalmasinda IUGR plasentalarinin villz sitotrofoblastlarinda azalan proliferasyonun
ve ayrica Villus sitotrofoblastlarda, sinsisyotrofoblastta ve vill6z stromal dokuda
artan apoptozun etkili oldugunu disiiniiyoruz. IUGR koryonik plaklarindaki
boyanma yogunlugu azalmasinda da IUGR koryonik trofoblast hiicrelerinde normale
gore artan apoptozun etkisi olabilir.

Kontrol grubuna goére, IUGR grubunun villuslarindaki ve koryonik
plaklarindaki p27 boyanma yogunlugu anlamli sekilde artarken p57 boyanma
yogunlugu da IUGR grubunun tiim bolgelerinde kontrole gore anlamli sekilde
fazlaydi. ITUGR villuslarinda siklus inhibitérleri olan p27 ve p57’nin boyanma
yogunluklarinin artmasinda villéz sitotrofoblastlarda azalan proliferasyon ve ayrica
villus sitotrofoblastlarda, sinsisyotrofoblastta ve vill6z stromal dokuda artan apoptoz
etkili olabilir. IUGR koryonik plaklarindaki p57 boyanma artig1 da IUGR koryonik
trofoblast hiicrelerindeki normale gore artan apoptozdan kaynaklaniyor olabilir.

Diyabet diinyada en sik goriilen endokrin hastaliktir. Diyabet tanili gebelikler
hem anne hem de fetiis agisindan riskli gebeliklerdir. Bu risklerden bazilari; fetiiste
spontan  abortus, konjenital malformasyonlar, 0lii dogum, makrozomi,
polihidramniyoz ve annede hipertansiyon, ketoasidoz, retinopati, néropati, nefropati
ve preeklampsidir (35, 36).

Diyabetik  plasentalarda  plasentomegali  g6zlenmektedir.  Plasental
makrozomi, hem hiicre sayisindaki artistan hem de hiicrelerin boyut olarak
biiyiimesinden kaynaklanmaktadir. Diyabetik gebelerin plasentalari, maternal
hiperglisemi ve fetal hipervolemi’ye bagli olarak normalden kalindir (39).
Caligmamizdaki diyabetik gruba ait plasentalar da makroskobik olarak kontrol
plasentalardan belirgin 6l¢tide daha buyuktd.

Diyabetik  plasentalarda ~ parankimal doku  hiicrelerinde artis
gerceklesmektedir. Villoz stromal fibroblastlar, villoz makrofajlar, endotel hicreleri
ve villoz sitotrofoblastlar sayica artmustir. Villoz hiicre proliferasyonunda artisa bagh
olarak villus ¢aplarinda artis gozlenir (28). Diyabetik plasentalarda villoz 6dem,
villoz fibrinoid nekroz, kalsifiye alanlarda artis gibi anormallikler de bildirilmektedir
(135). Calismamizda diyabetik plasentalarda yaptigimiz rutin 151k mikroskobik
incelemeler sonucunda intra- ve perivilloz fibrinoid birikimleri, villus ¢aplarinda
artig, villoz 6dem, nekrotik alanlar ve koryonik plakta artan proliferasyon ve nekroz
tespit edildi. Bu bulgular literatdr bilgisiyle paralellik gostermektedir.

Diyabetik plasentalarin villoz sitotrofoblastlarinda normale gore artmis
proliferatif aktivite bildirilmistir (39, 186). Diyabetik plasentalarda villus
sitotrofoblastlarin sayis1 normalden fazla gézlenmistir (39, 187). Sitotrofoblastlarin
sinsisyotrofoblasta  farklilagmasint  uyaran epidermal biliyiime faktdriiniin
reseptoriiniin - ekspresyonu DM hastalarinda azalmistir.  Bu nedenle, villoz
sitotrofoblastlar farklilagmaktan ziyade proliferasyon gosteriyor olabilir (39).
Diyabetik sican plasentalarinda da PCNA ekspresyonunun normal plasentalara gore
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daha fazla oldugu bulunmustur (148). Ayrica DM’li plasentalarin villus stromal
fibroblast, villus makrofaj, endotel hiicresi ve sinsisyotrofoblast niikleus sayilari da
normalden fazla bulunmustur (39, 188). Diyabetik plasentalarin  endotel
hicrelerindeki PCNA immunoreaktivitesi normalden 5 kat daha fazladir (189).
Diyabetik sicanlarda yapilan bir ¢alismaya gore, diyabetik si¢anlarin plasentalar
gebeligin erken donemlerinde kontrollere gore daha az protein, DNA, RNA ve
hlcreye igerirken 18. gunden itibaren ise daha fazla DNA, RNA ve daha fazla hiicre
iceriyordu (190). Vill6z stromadaki hicrelerin apoptozunun da diyabetik
plasentalarda normale gére daha az oldugu gosterilmistir (191). Bunlarin yani sira,
diyabetik  plasentalarin  villoz  sitotrofoblastlarinda  ve  sinsisyotrofoblast
niikleuslarinda normalden daha fazla apoptoz goriilmistiir (192).

Immiinohistokimyasal ~boyanmalarimizin  sonuglarina  gore, diyabetik
plasentalarin villuslariin villoz sitotrofoblastlarinda, sinsisyotrofoblastlarinda, villoz
stromal hucrelerinde ve fetal endotel hiicrelerindeki PCNA boyanmasi kontrole gore
artis gosterdi. Villuslarda Ki67 ve siklin D3 de PCNA’ya paralel sekilde boyandi
ancak sinsisyotrofoblast hiicrelerinde boyanmalar gézlenmedi. Bu bulgular diyabetik
villustaki hiicrelerde artmis proliferasyon ve azalmis apoptoz ile uyumludur.

Diyabetik grubun bazal plaklarinda ise PCNA boyanmasi kuvvetliydi ancak
kontrole gore belirgin bir fark yoktu. Ki67 boyanmasimnin desidual hiicrelerde ve
invazif trofoblastlarda kontrole gore arttig1 tespit edildi. Iki proliferasyon belirteci
olan PCNA ve Ki67’nin birbiriyle paralel sonuglar vermemesi, PCNA’nin kontrol
grubunda fazla ekspresyon gostermesinden ve boylece diyabet ile kontrol gruplari
arasindaki PCNA ekspresyon farkinin azalmasindan ileri geliyor olabilir. Ki67’nin
yarilanma Omrii (yaklasik 2 saat) (26) ile karsilastirildiginda PCNA’nin
yartlanma omrii ¢ok uzundur (yaklasik 20 saat). Bu yiizden, hucreler hiicre siklusunu
daha O6nceden tamamlamis ve siklustan ¢ikmis olsalar bile PCNA immiinpozitif
olabilirler. Boylece PCNA immiinoreaktivitesi, proliferasyonun gergekte oldugundan
fazla gorinmesine neden olabilir (193). Ayrica, daha 6nce belirtildigi gibi, PCNA
sadece siklustaki hiicrelerde degil ayrica hasarli DNA’s1 tamir edilmekte olan
hlcrelerde de ekspresyon gostermektedir.

Siklin D3 boyanmasi1 da Ki67’ye paralel olarak kontrol grubuna gore
diyabetik plasentalarin ekstravilloz trofoblastlarinda artti.

Kontrol grubuna kiyasla diyabetik plasentalarin amniyon epiteli ve koryonik
plak sitotrofoblast hiicreleri PCNA ile daha yogun boyanirken, Ki67 boyanmasi
koryonik plaklarindaki sitotrofoblast hiicrelerinde ve siklin D3 boyanmasi da
amniyon epitelinde kontrole gore artis gosterdi. Diyabetik plasentalarin koryonik
plaklarindaki proliferasyon artisinin, diyabetik plasentalarin normalden biiyiik
olmasinda pay1 olabilir.

Villuslarda p27, kontrole kiyasla diyabetik plasentalarin  villoz
sitotrofoblastlarinda daha fazla boyanirken, sinsisyotrofoblastlarda ise daha az
boyandi. P57 boyanmasinin ise diyabetik plasentalarin villuslarindaki villoz stromal
hiicrelerde kontrole gore azaldigi gozlendi. Diyabetik plasentalarin koryonik
plaklarinda ise p27 boyanmasi kontrole gére amniyon epiteli ve koryonik stromal
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hiicrelerde artt1. Koryonik plakta ise diyabetik grupta kontrole gére p57 boyanmasi
amniyon epitelinde artt1, koryonik stromal hiicrelerinde ve sitotrofoblastlarda ise
azaldi. P27 ve p57’nin diyabetik villuslarda ve koryonik plakta birbirinden farkli
sekilde lokalizasyonlari, bu proteinlerin diyabetik villuslardaki ve koryonik plaktaki
farkli hiicre tiplerininin proliferasyon, farklilasma ve apoptoz mekanizmalarinda
diizenleyici rol oynadiklarini diigiindiirmektedir.

Diyabetik plasentalarin bazal plaklarindaki hiicrelerin hem p27 hem de p57
ekspresyonlar1 kontrol grubuna gore degismedi.

H-SCORE analizi sonuglarimiza gore, diyabetik grubun villuslarindaki
PCNA, Ki67 ve siklin D3 boyanma yogunluklari kontrole gore anlamli sekilde artt1.
Bunlara zit sekilde villuslardaki p57 boyanma endeksi kontrole gore anlamli sekilde
azaldi. Bu bulgular, diyabetik villuslarda artan proliferasyonun ve azalan apoptozun
gostergesidir.

Diyabetik grubun bazal plaklarindaki Ki67 boyanmasi yogunlugu kontrole
gore anlamli sekilde yiiksekti. Diyabette artan plasentomegalide, artan bazal plak
proliferasyonunun roli olabilir.

Koryonik plaklardaki siklin D3 boyanma yogunlugu diyabette kontrole gore
anlamli sekilde artti. Bunun zitt1 olarak, siklin D/CDK4 kompleksini inhibe eden p27
ve p57’nin boyanma endeksleri ise koryonik plaklarda kontrole gore anlamli sekilde
azaldi. Diyabetik plasentalarin koryonik plaklarinda azalan p27 ve p57
ekspresyonlarinin etkisiyle siklin D3 ekspresyonu indiiklenmis olabilir.

Sonug olarak 0zetle hiicre siklusuna ait proteinlerden PCNA, Ki67, siklin D3,
p27 ve p57 normal ve patolojik plasenta gelisiminde rol almaktadir. Bu proteinler
hicreye  spesifiktir.  Ayrica, bu  proteinlerin  patolojik  plasentalardaki
immunoreaktiviteleri ile plasentalarin biiyiikliikleri arasinda iliski mevcuttur.
Patolojik plasentalarda gozlenen bazi morfolojik degisikliklerin, PCNA, Ki67, siklin
D3, p27 ve p57 gibi hicre siklusu duzenleyicilerinin miktarlarinda normal
plasentalardakine  gore farkliliklar ~ bulunmasindan dolayr  gerceklestigini
diistinmekteyiz. Ancak bu konunun daha iyi anlasilabilmesi i¢in, hicre siklus
duzenleyicilerinin normal ve patolojik insan plasenta dokularindaki ekspresyonlari
ve plasental gelisim boyunca degisen miktarlar1 ile ilgili daha ileri molekiler
calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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