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OZET

Insan plasentas1, gebelik boyunca anne ile fetiis arasidaki tiim metabolizma
islemlerini diizenleyen yegane organdir. Bu nedenle saglikli bir gebelik normal
plasenta gelisimi ile yakindan iligkilidir.  Simdiye kadar yapilan ¢alismalar,
sitotrofoblast hiicreleri arasinda meydana gelen hiicre fiizyonunun sinsisyotrofoblastin
sekillenmesinde anahtar rol oynadigini gostermektedir.

Insan endojen retrovirus ailesine (HERV) ait Syncytin proteinlerinin trofoblast
hiicre fiizyonu ve dolayisiyla plasenta gelisiminde kritik rol oynadigi yakin tarihli
calismalarda gosterilmistir. Fakat gestasyonel diyabetik plasenta patolojisinde
Syncytin proteinlerinin ve reseptorlerinin roliiniin olup olmadigi hakkinda yeterli bilgi
bulunmamaktadir. Bu nedenle ¢alismamizda, kontrol plasenta ve gestasyonel diyabetik
plasentalarda Syncytin proteinleri ve reseptorleri farkli ekspresyonlar gosterir
hipotezini kurduk ve degisen Syncytin-reseptdr ekspresyonlarini belirlemeyi
amagcladik.

Calismamizda, insan normal term ve gestasyonel diyabetik term
gebeliklerinden elde edilen plasenta dokulari ile erken dénem plasenta ornekleri 151k
mikroskobu, western blot ve elektron mikroskobu arastirmalari i¢in hazirlandi.
Plasenta kesitlerinde; Syncytin 1, Syncytin 2, SLCIAS (Syncytin 1’in reseptorii) ve
MFSD2 (Syncytin 2’nin reseptorii) i¢in immiinohistokimya ydntemi uygulanarak bu
proteinlerin hiicresel dagilimlar belirlendi. Western blot teknigi kullanilarak Syncytin
1, Syncytin 2, SLC1A5 ve MFSD2 ekspresyon miktarlari protein diizeyinde arastirildi.
Ayrica, gecirimli (TEM) ve taramali (SEM) elektron mikroskobu yontemleri ile insan
normal term, gestasyonel diyabetik term ve erken donem plasenta 6rnekleri arasindaki
ince yap1 ve ii¢ boyutlu yap1 farkliliklari incelendi.

Elde ettigimiz bulgulara gore, Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1AS5 ve MFSD2
proteinlerinin lokalizasyonu villuslarin trofoblast tabakasinda belirgin bir sekilde
izlenirken, villuslarin stromasinda bulunan bazi hiicrelerde de immiin pozitifti. Farkli
gebelik donemlerine ait plasentalarda Syncytin proteinleri ve reseptdrlerinin
ekspresyon diizeyleri karsilastirildiginda; Gruplar arasinda Syncytin 1 proteini
bakimindan anlaml bir fark belirlenmezken, SLC1AS5 protein ekspresyonunun erken
donem plasenta Orneklerinde term plasentalara kiyasla daha fazla oldugu belirlendi.
Ayrica, diyabetik plasentalarda, normal term plasentalara kiyasla azalan Syncytin 2 ve
MSFD2 ekspresyonu belirlendi. Elektron mikroskop bulgularimiza gore,
sinsisyotrofoblast tabakasinda, diyabetik plasentalarda yapi biitiinliigliniin kontrol
plasentalara gore goreceli olarak bozuldugu ve ince yapilarinin goreceli olarak arttigi
gorildii.

Calismamiz, gestasyonel diyabetik plasentalarda Syncytin protein ve reseptor
ekspresyonlarinin belirlendigi literatiirdeki ilk caligmadir. Gestasyonel diyabetik
plasentalardaki azalan Syncytin 2 ve reseptor ekspresyonu anormal sinsisyotrofoblast
olusumuna neden olarak diyabetik plasenta patolojisinin olusmasinda rol oynuyor
olabilir. Diyabetik plasentalarda goriilen anormal Syncytin 2 ve reseptor ekspresyonu
diyabetik plasenta etiyolojisini anlamak i¢in katkida bulunabilir.

Anahtar Kelimeler: Insan plasentasi, gestasyonel diyabet, syncytin 1, syncytin 2,
SLC1A5, MFSD2.



ABSTRACT

The human placenta is a unique organ which regulates all metabolic activities
between mother and fetus throughout pregnancy. To this respect, healthy pregnancy is
closely related with normal placenta development. Previous studies have showed that
the fusion of trophoblast cells constitutes a key process of placental morphogenesis.

It has been showed by recent studies Syncytin proteins, which are belonged to
Human Endogenous Retroviruses (HERV) family, play a crucial role during the fusion
of trophoblast cells and placental development. However, there is scarce information
about whether Syncytin proteins have any role in gestational diabetic placenta
pathology. Therefore we hypothesized that the expression of Syncytin proteins and
their receptors show abnormal expression in gestational diabetic placentas compared
to control placenta. We aimed to determine altered Syncytin proteins and their
receptors expression by descriptive experiments.

In this study, human placentas from uncomplicated pregnancies, gestational
diabetic placentas and human first trimester placenta tissues were prepared for light
microscopy, western blot and electron microscopy investigations. The cellular
localizations of Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1A5 (receptor of Syncytin 1) and MFSD2
(receptor of Syncytin 2) were determined by immunohistochemistry in placental
sections. The protein expression level of Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1A5 and MFSD2
were investigated by western blot. Moreover, the difference of ultrastructural and
three-dimensional features in human normal term placenta, gestational diabetic term
placenta and first trimester placenta tissues were identified by transmission (TEM) and
scanning (SEM) electron microscopy.

According to our results, the immunolocalization of Syncytin 1, Syncytin 2,
SLC1A5 and MFSD2 proteins were observed significantly in trophoblast layer and
also some stromal cells were positive in placental villi. When expression levels of
Syncytin proteins and their receptors were compared between experimental groups,
Syncytin 1 expression Syncytin2 and MFSD2 expressions were notably decreased in
diabetic placentas compared to control term placenta. In addition that, expression of
SLC1AS5 increased dramatically in early pregnancy compared to control term placenta.
According to our electron microscopy results, in gestational diabetic placenta, tissue
integrity of syncytiotrophoblast layer was lost and vacuolisation was increased
relatively compared to control term placenta.

In our study, we showed for the first time in literature that expressions of
Syncytin proteins and their receptors were determined in gestational diabetic placenta.
Decreased Syncytin2 and MFSD2 expressions might cause abnormal
syncytiotrophoblasts formation and potentially involve in diabetic placental pathology.
Abnormal Syncytin 2 and receptor expression in gestational diabetic placentas may
contribute to understand the aetiology of diabetic placenta.

Keywords: Human placenta, Gestational Diabetes, Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1A5,
MFSD2.
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GIRIS ve AMAC

1. Hipotezin Temeli ve Amag

Insan plasentasi, gebelik siiresince anne ile embriyo-fetiis arasinda her tiirlii
iliskiyi saglayan yegane organdir. Baslica gorevleri, anne ile fetiis arasinda gaz ve
besinlerin tasinmasi, bazi hormonlarin sentezi ve salgilanmasi, fetiisiin korunmasi
olarak Ozetlenebilir [1]. Ayrica plasenta, intrauterin gelisim i¢in ne kadar gerekli ve
onemliyse fetiisiin dogumdan sonraki hayatinin programlanmasi i¢in de énemli oldugu

kabul edilir [2].

Saglikli bir gebelik, normal yapiya sahip plasenta ile yakin iliskilidir. Bu iligki
anneye ait desidua ve duvarindaki miyometriyum arasindaki diizenli ve ahenkli
etkilesimler ve trofoblast hiicre tiplerinin 6zellikleri sayesinde saglanir [3]. Insan
plasentasinin gelisimi siiresince trofoblast hiicreleri esas gorevi tstlenirler. "Villoz
trofoblast (villus i¢i trofoblast)" ve "ekstravilloz trofoblast (villoz dis1 trofoblast, EVT)"
olmak {izere iki temel hiicre tipi ayirt edilir. EVT’ler plasentasyondan sorumludurlar,
bunu da invazif karakterleri sayesinde saglarlar. EVT’ler, koryon plagi ve hiicre
adaciklar1 disinda plasental villus agacinin gelisimine dogrudan katki yapmazlar [4].

Villoz yapiyr olusturan elemanlarin basinda trofoblastlar vardir. Dista
sinsisyotrofoblast, onun altinda sitotrofoblast, kan damarlariyla birlikte farkli hiicreler
iceren villoz stromasi (villoz bag dokusu) villus yapisini olusturur. Serbest (yiizen)
koryonik wvilluslarin sitotrofoblastik hiicreleri c¢ogalir, farklilagir, aralikli olarak
sinsisyotrofoblast (ST) tabakasint meydana getirir. Sinsisyotrofoblast tabakasi1 gebelik
boyunca 6nemli roller iistlenir. Bu tabaka, her tiirlii gecisimin yapildigi segici bir
bariyer olarak gorev yapar. Ornegin gaz, iyon ve besin tasinimim, fétal bilyiime ve
gelisim igin gerekli bazi hormonlarin sentezlenmesi gibi bir¢cok plasental gdrevin
gerceklestigi tabakadir. Insan plasentasinin gorevlerinin tam olarak yapmasi, basaril bir
villoz sinsisyotrofoblast olusumuna ve gelismesine baglidir [5].

Insan Endojen retroviriisler (HERV), insan genomunun yaklasik %8’ini
olusturdugu, bu aileye ait 2 genin insan plasentasina 6zgiin bir sekilde, yiiksek oranda
ekspre edildigi ve hiicre-hiicre fiizyonunu indiikledigi bildirilmistir [6]. Bu genler,
HERV-W Env glikoprotein (syncytin 1) ve HERV-FRD Env glikoprotein (syncytin 2)
olarak adlandirilan iki proteini kodlamaktadir. Syncytin 1, D Tipi memeli retrovirus
reseptoriic (ASCT2, SLCIAS, notral amino asit tasiyicisi) ile etkilesime girerek
sinsisyum olusumunu indiikler. Syncytin 2 ise reseptorii olan MFSD2 (major facilitator
superfamily domain containing) ile etkilesime girerek sinsiSsyum olusumunda rol oynar
[7]. Syncytin 1 ve Syncytin 2 proteinlerinin insan plasentasinin olusumu ve
gelismesinde Onemli rolii oldugu yoniinde goriisler teyit edilmistir [2]. Syncytin
proteinlerinin gorev aldigi sinsisyotrofoblast olusumunda meydana gelebilecek bir
bozukluk plasenta patolojilerine neden olabilir [8].



Diabetes mellitus (DM) tiim diinyada en sik rastlanan endokrin hastaliklardan
biridir [9]. Insiilinin kismen veya tamamen eksik olmasina bagli gelisen, aclik kan
glukozunun yiiksekligi ile karakterize sistemik bir metabolizma hastaligidir [10].
Diyabetik gebelikler (asikar diyabet ya da gestasyonel diyabet) ise hem anne hem de
fetlis i¢in muhtemel riskler tasir. Bu tip gebeliklerde fetiis artmis morbidite ve mortalite
ile iliskili hipoksik stres ve gesitli metabolik anomalilere maruz kalir [11, 12].

Diyabetik gebeliklerden elde edilen plasentalar, normal plasentalarla
kiyaslandiginda bir takim morfolojik ve histolojik farkliliklar gosterir. Diyabetik
plasentalar, kontrol plasentalara oranla daha biiyiik ve kalindir. Histolojik olarak
diyabetik plasentalarda en sik rastlanan anomali, villuslarin tam olarak olgunlasmamasi
yani "villoz immatiirite"’dir. Bunun yani sira diyabetik plasentalarda; koryonik
villuslarda damar genislemesi (vaskiiler hiperplazi), villuslarda kan damarlarinin sayica
normalden fazla olmas1 (chorangiosis), fibrinoid artis1, nekrotik alanlarin yogunlugu ve
sinsisyotrofoblastik bazal membran kalinlagmasi izlenir [5, 13].

Plasenta yapis1 ve gorevleri ile diyabetik plasentalarda goriilen patolojik
yapilanmalar ile endojen retroviriislerin kodladigi Syncytin 1, Syncytin 2 ve reseptor
molekiilleri arasinda bir baglantinin olabilecegini bu bilgiler bize hatirlatiyor. Bu temel
bilgiler 151¢1nda konunun irdelenerek arastirilmasi kag¢inilmaz olmaktadir.

Literatiirde farkli plasental patolojiler (Preeklampsi ve Intra Uterin Biiyiime
Geriligi) ile Syncytin proteinlerinin iligkisini aciklayan c¢ok az sayida calisma
bulunmaktadir. Bununla birlikte, siklikla goriilen diyabetin etkin oldugu plasenta
patolojilerinde Syncytin proteinlerinin varligi ve etkileri hakkinda bilgimiz yok denecek
kadar azdir. Bu molekiillerin, gebeligin erken donemlerinde, normal term ve diyabetik
term plasentalardaki ekspresyonlar1 ve gorevleri heniiz tarif edilmemistir.

Hipotezimiz; "Plasental villus tiplerinde ve diyabetik plasentada, Syncytin 1,
Syncytin 2, ile onlarin reseptdrleri olan SLC1AS (Syncytin 1) ve MFSD2 (Syncytin 2)
farkli ekspresyonlar gosterir”. Bu baglamda amacimiz, normal erken dénem, normal
term ve diyabetik term insan plasenta 6rneklerinde, retroviral proteinler olan Syncytin 1,
Syncytin 2 ve reseptorlerinin (SLC1AS ve MFSD2) ekspresyon ve muhtemel
gorevlerini aragtirmaktir.



GENEL BIiLGILER

2. Plasenta

Plasenta, blastosist implantasyonu ile gelismeye baslayan, gebelik siiresince
anne ile fetiis arasindaki baglantiy1 olusturan ve dogum ile birlikte gorevini tamamlayan
materno-fotal bir organdir. Fetiislin yasami ve gelisimi i¢in vazgec¢ilmez fonksiyonlara
sahiptir [5, 14]. Fetiisle anne arasindaki etkilesimler, 6zellesmis feto-maternal yiizeyin
gelisimi ile miimkiindiir. Plasentanin baslica fonksiyonlar1 su sekilde 6zetlenebilir [5];

e Intrauterin gelisim siiresince gerekli gaz transferinin yapilmasi,

e Salgilama fonksiyonu, su dengesinin saglanmasi, pH diizenlenmesi (gelisimin
ilerleyen donemindeki bobrek fonksiyonlari),

e Bagirsaklar yerine katabolik ve rezorptif fonksiyonlarin yerine getirilmesi,

e Fetiis-embriyo icin gerekli olan besinlerin saglanmasi,

e Gebeligin devamu icin gerekli endokrin elemanlari salgilamak boylece endokrin

gorev yapmak (Plasentadan sentezlenen hormonlar: insan koryonik

gonadotropin (hCG), insan plasental laktojen (hPL), insan koryonik tirotropin

(hCT), insan koryonik somatomammotropin (hCS), insan koryonik adreno-

kortikotropin (hCACTH), progesteron ve Ostrojen),

Karacigerin sayisiz salgisal ve metabolik islevinin gériilmesi,

Gebeligin erken doneminde hematopoezin olusmasi,

Derinin 1s1 transferi yapmast,

Bir¢ok immiinolojik gorevin basarilmasi,

Fetiisiin zararl etkilerden korunmasi.

Intrauterin dénem boyunca birden fazla gdrevi iistlenen plasenta, tiirler arasinda
farkliliklar gosterir [15]. Plasentanin siniflandirilmasinda, materno-fotal engelin
(bariyerin)  yapisi, villus organizasyonu ve materno-fotal  girinti-¢ikintilar
(interdigitasyon) esas alindiginda birgok plasenta tipi ayirt edilir [16].

Maternal ve fotal dolagimlar: birbirinden ayiran materno-fotal/ plasental bariyeri
olusturan hiicrelere gore plasenta 3 sinifa ayrilabilir 1) Epiteliyokoryal, 2)
Endoteliyokoryal ve 3) Hemokoryal [17].

1) Epiteliyokoryal tip plasentada endometriyum blastosist tarafindan isgal
edilmez; biitiinliigiinii korur, trofoblast hiicreleri uterus epiteli ile direkt iligkide gortliir.
Domuz ve atlarda bu tip plasenta goriilir [15]. 2) Endoteliyokoryal plasentada,
blastosist uterus epitelini ve endometriyumu asindirir. Fotal ve maternal endotel
hiicreleri sadece trofoblast hiicreleri ile birbirinden ayrilir. Endoteliyokoryal plasenta
kedi ve kopeklerde goriilmektedir [18]. 3) Hemokoryal plasenta tipinde koryon kanla
temastadir. Insan plasentas: iyi bir Ornektir. Primatlarda ve kemirgenlerde goriilen



hemokoryal tip plasentadir (Sekil 2.1). Bu tip plasentalarda, maternal kan trofoblast
yiizeyi ile direkt temas halindedir [17].

a. Epiteliyokoryal b. Endoteliyokoryal c. Hemokoryal
= Fotal damar = Fotal damar
Q g0

§_ g -
Fotal mezensim ITrofoblast l Sitotrofoblast
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Uterus epiteli Maternal uterin Intervilloz aralikta lSinsisyotrofoblast

damar maternal kan
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Sekil 2.1.Materno-fotal bariyerin yapisina gore plasentanin siniflandirilmasi. Plasentasyonun 3 temel
tipini gosteren sematik cizimde fotal trofoblast hiicreleri ve maternal kan arasindaki iliski
gosterilmektedir. a) Epiteliyokoryal tip, b) Endoteliyokoryal tip ve ¢) Hemokoryal tip plasenta
[19].

Plasental yapilar1 siniflandirmada kullanilan temel kriterlerden biri de villus
yapisindaki diizenlenmedir [15]. Villus yapilari, kotiledon, diffiiz, disk bi¢iminde ya da
kusak seklinde olabilir. Koyun ve inek gibi gevis getiren memelilerde bulunan
kotiledonlu plasentada (placenta multiplex), endometriyuma birgok ayr1 bolgede
baglanmis olan plasenta kotiledonlar1 mevcuttur. Kopek ve kedi gibi diger baz: tiirlerde
kusak plasenta (placenta annularis) goriiliir. Domuz, at ve balina gibi tiirlerde goriilen
diffiiz plasentada ise (placenta membranacea) koryonik villi tiim fotal kese tizerinde
dagilim gosterir. Kemirgenlerde, maymunlarda ve insanlarda disk bi¢imi plasenta
goriiliir. Bu plasenta tipinde villus yapilar1 disk benzeri sekilde organize olmuslardir.
Baz1 primatlarda, villuslarin iki disk benzeri sekilde topluluklar olusturmasi ile
bidiskoidal plasenta goriiliir (Sekil 2.2 ) [17, 18, 20].

ol

Kotiledon seklinde Diffiiz plasenta Diskoidal plasenta Kusak plasenta
plasenta

Sekil 2.2. Villus organizasyonuna gore plasentanin siniflandirmasi [5].



Bir diger smiflandirma ise koryonik ylizeyde goriilen materno-fotal girinti-
cikintilara (i¢ katlantilar-interdijitasyon) goére yapilabilir. Interdijitasyonlarin tiiriine
gore plasenta, katlantili, lamelli, villoz, trabekiillii ve labirent tipte olabilir. Domuzlarda
ve bazi primatlarda goriilen katlantili tip plasentada en basit tiirde i¢ katlantilar goriiliir.
Etcil memelilerde daha karmasik bir olusum olan lamelli tipte plasenta goriiliir. Lamelli
tip ve villoz tip plasenta arasinda bir gegis tipi olarak trabekiillii plasenta mevcuttur. Bu
plasenta bazi maymun tiirlerinde goriiliir. insanda, materno—fotal degisim yiizeyinin
daha da artti81, agac benzeri dallanmalarin goriildiigi villoz tipte plasenta mevcuttur.

Villuslar, endometriyal kriptalar i¢inde yerlesir ve maternal kan ile dogrudan temas
halindedir [17].

2.1. Plasentanin Gelisimi
Plasentanin gelisimi; “pre-lakiinar”, “lakiinar” ve “erken villoz” evreler olmak
lizere li¢ temel basamaktan olugur.

2.1.1. Prelakiiner Evre

Koitus sonrasi (pc, post koitus) 8. giine kadar gecen evredir. Plasentanin gelisimi
fotal zarlarin uterus mukozasiyla yakin ve sabit temaslar kurmasiyla (blastosistin
implantasyonuyla) baslar. Implantasyonun ilk basamagi apozisyondur. Insanda
implantasyon pc. 6-7. giinlerde gerceklesir. Bu asamada blastosist 107-256 hiicreden
olusur. Blastosistik boslugu c¢evreleyen, dis duvari olusturan hiicreler trofoblast adinm
alirlar. Trofoblastlar plasenta dahil, fotal zarlarin onciisiidiirler. I¢ hiicre kitlesi ise

embriyoblastlar1 olusturur. Embriyo, gébek kordonu ve amniyon bu hiicrelerden kdken
alir (Sekil 2.1.1.a) [21].

Blastosist fallop tilipline (tuba uterina) ve oradan uterus bosluguna gelinceye
kadar, blastosist ve endometriyum epiteli apikal plazma membranlar1 yapisma gosterme
ozelliginde degildir. Her iki epitelin (uterus ve blastosist trofoblast) apikal
yapiskanliginin ortaya c¢iktigi kisa ve 0Ozel evreye “implantasyon penceresi” denir.
Implantasyon penceresi fertilizasyondan sonra implantasyonun basarili bir sekilde
saglanmasi i¢in hayati 6nem tasimaktadir [22].

Endometriyal epitele blastosistin tutunmasi ve invazyonu sirasinda, blastosistin
implante olan kutbundaki trofoblast hiicreleri hizlica ¢ogalarak iki tabaka trofoblast
olusturur. Bu iki tabakadan dista olan (maternal dokuya bakan) trofoblast hiicrelerin
sitoplazmayi sinirlayan hiicre membranlari ortadan kalkar, birbirleri ile birlesir, hiicre
flizyonu olur ve sinsisyotrofoblast tabakasini olusturur. Blastosist duvarinin maternal
dokuya ulasamayan geriye kalan trofoblast hiicreleri birlesme (fiizyon) gostermez ve
sitotrofoblast admi1 alir (Sekil 2.1.1.a). pc. 7-8. giinler arasinda gerceklesen ve
sinsisyotrofoblastlarin bazal ¢ikintilar1 hari¢ daha kati bir yapida izlendigi bu evre
“prelakiiner evre” olarak adlandirilmistir [17].
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d) 12-15. giin

Sekil 2.1.1. Erken donem plasenta gelisiminin basamaklar1. a, b) Pre-lakiinar evre; ¢) Lakiinar evre; d)
Lakiinar evreden primer villus evresine gecis; e) Sekonder villus evresi; f) Tersiyer villus
evresi. SN: Sinsisyotrofoblast; ST: Sitotrofoblast; EB: Embriyoblast; E: Endometriyum
epiteli; D: Desidua; EM: Ekstraembriyonik Mezoderm; L: Maternal Kan Lakiinii; ED:
Endometriyum Damari; KP: Primer Koryonik Plak; TK: Trofoblastik Kabuk; T: Primer
villus trabekiilii; EDT: Ekstra Villoz Trofoblast; BP: Bazal Plak; PY: Plasental Yatak; NF:
Nitabuch’un Fibrinoidi; RF: Rohr Fibrinoidi; TDH: Trofoblastik Dev Hiicre; (*): Fotal kan
damar1. Kirmizi: Maternal hiicreler, Mavi: Fotal hiicreler, Mor: Maternal-Fétal karisik yap1

[23].

2.1.2. Lakiinar Evre

Koitus sonrasi (post koitus; pc.) 8. giinde implantasyon kutbunda biiyiiyen
sinsisyotrofoblastik kitle icerisinde kiiciik intrasinsisyal (sinsisyum i¢i) bosluklar
(vakuoller) olusmaya baslar. Olusan bu vakuoller hizlica biiyiir ve bir lakiina sistemi
olusturur (Sekil 2.1.1.b, c). Lakiinalar birbirinden sinsisyotrofoblast trabekiilleri ile
ayrilir. Lakiinalarin olugsmasi plasentasyonun lakiina safhasmnin basladigin1 gosterir.
Lakiina olusumu implantasyon kutbunda baglar ve gebelik ilerledikce
sinsisyotrofoblastik kitle tiim blastosist ylizeyini kaplar. Bu olay blastosistin iyice
derinlere implantasyonu ve dolayisiyla uterus epitelinin implantasyon alaninin {stiinii
ortmesiyle pc. 12. glinde son bulur. Bu evrede blastosistin ylizeyli tamamen
sinsisyotrofoblast ile kaplidir. Trofoblastin ¢ogalmasi ve sinsisyumun olusumu (hiicre
flizyonu) implantasyon kutbunda bagladig1r i¢in, anti-implantasyon bdlgesi ile



kiyaslandiginda trofoblastik duvar burada daha kalindir. Implantasyon kutbundaki bu
daha kalin trofoblast tabakasi ilerleyen donemlerde fotal plasentayr olusturur ve daha
ince olan kars1 taraftaki ince trofoblastik kabuk ise diiz koryonu (koryon leve) olusturur.
Lakiinanin meydana gelmesi blastosistin iizerini orten trofoblastik Ortliyii iic tabakaya
ayirir (Sekil 2.1.1.c, d):

1- Blastosist bosluguna bakan birincil (primer) koryonik plak
2- Trabekiilalarla beraber lakiina sistemi
3- Endometriyuma bakan trofoblastik kabuk (Sekil 2.1.2)

9-13. giinler | 13-21. giinler
i Mezengim Primer villus kokii
i Primitif sitotrofoblast

Intervillsz
| alan

| Villsz

Primitifsinsisyotrotbblas?n“"""\\ S e 8 pommur CUk

Desidua i R
Trofoblastik kabuk
Periferal sinsisyum

Sekil 2.1.2. Erken gelisim donemindeki plasentanin sematik ¢izimi [14].

Birincil primer koryonik plak, yer yer iki, bazen ii¢ katman olusturan kesintisiz
bir sitotrofoblast tabakasindan olusur. Lakiinalara dogru, bu sitotrofoblastlar
sinsisyotrofoblastlarla ortiiliidiir (Sekil 2.1.1.d). Pc. 14. giinde mezensim hiicreleri
sitotrofoblastlarin i¢ yilizeyine dagilirlar ve burada gevsek bir ag yapisindaki embriyo
dis1 mezensimi (ekstra embriyonik mezensim) olustururlar.

Birincil (primer) koryonik plagin altinda lakiinlar bulunur. Bu lakiinalar,
trabekiil adin1 alan sinsisyotrofoblast bolmeleri (septalar1) ile birbirlerinden ayrilirlar.
Pc. 12. giinde, bu trabekiiller primer koryonik plaktan koken alan sitotrofoblastlar
tarafindan invaze edilirler (Sekil 2.1.1.d). Birkag giin igerisinde, sitotrofoblastlar biitlin
trabekiiller boyunca uzanirlar. Trabekiillerin u¢ kisimlarinin birlestigi yerde trofoblastin
en dis kismi olan trofoblastik kabugu olustururlar [21]. Lakiinalar baslangigta sadece
sinsisyotrofoblastlardan olusurken, sitotrofoblastlarin lakiinalar araciligiyla kabuga
ulagmasi ile (pc. 15. giin) daha heterojen bir yap1 kazanir. Sinsisyotrofoblast lakiinalarin
alt kismini olusturur ve yer yer ¢ok tabakali bir yap1 gosteren sitotrofoblastlarla devam
eder (Sekil 2.1.1.¢).

Implantasyonun erken evrelerinde maternal dokunun erozyonu sinsisyal
trofoblastlarin litik (eritici) etkisi ile gergeklesir ve sitotrofoblastlarin kabugun en
altinda bulunmasi bu durumu degistirir. Sitotrofoblastlarin hizli ¢ogalma (proliferatif)



Ozelligi ve endometriyumun derinliklerine hizli goc¢ii, invazyon ve implantasyon
alaninin genislemesini saglar [21, 24].

Endometriyuma ait stroma da bu islemler sirasinda 6nemli degisiklikler gegirir.
Invaze olan trofoblastlarin varligi ve hormonal aktivitesi, endometriyumda bulunan
stromaya ait hiicrelerin ¢ogalmasia ve biiyiimesine sebep olur ve bdylece stroma
hiicreleri desidua hiicrelerine dontisiir [25].

Bazal sinsisyotrofoblastin invazif aktivitesi 12. pc. gliinde mevcut bulunan
maternal kan damarlarinin bozulmasmma neden olur. Aymi zamanda, bozulan
damarlardan disar1 sizan kan hiicreleri ilk kez lakiinalar i¢inde gériillmeye baslar [21].
Daha sonraki gelisim basamaklarinda, biitiin lakiina sistemi maternal kanla dolmaya
(perfiize olmaya) baslar. Boylece plasentanin ilk gercek maternal dolasimi baslamis
olur.

2.1.3 Erken Villoz Evreler

pc. 13. giinde ilk maternal eritrositlerin lakiinalarda goriilmesinden hemen sonra
trabekiilalarda artan sitotrofoblast c¢ogalmasi (proliferasyonu) ve sinsisyal fiizyon
goriiliir. Bunun sonucunda uzunlamasina ve lakiinalara dogru yan dallar veren bir
trabekiiler biiylime meydana gelir. (Sekil 2.1.1.d, e). Boyu ve ¢ap1 biiyiiyen bu birincil
(primer) villuslar sitotrofoblastlarca invaze edilir ve bunun sonucunda plasentanin villoz
evreleri baslar. Artarak ilerleyen ¢cogalma (proliferasyon) aktivitesi ve primer villuslarin
dallanmasi ile villoz agac ve trabekiiladan gelisen kokleri olusur (Sekil 2.1.1.e). Bu
kokler trofoblastik kabukla birlikte desidua bazalis ile iligkiye gectiklerinde
“demirleyici villuslar” adini alir. Bu arada, lakiina sistemi de intervilloz araliga doniisiir
(Sekil 2.1.2).

Yaklastk 2 giin sonra, primer koryonik plagin ekstraembriyonik
mezensimi/mezodermi villuslarin igine dogru girmeye baslar ve sekonder (ikincil)
villuslar olusur (Sekil 2.1.1.e). Birka¢ giin igerisinde, mezensim periferal olarak villus
uclarina ve demirleyici villuslarin tabanina dogru genisler [21] fakat trofoblastik kabuga
ulasmaz. Ilk fotal kapillerler, pc. 18-20. giinler arasinda villuslarin stromasini olusturan
mezensim dokuda gozlenir. Bu kapillerler bolgesel olarak mezensim hiicrelerden
farklilagan hemanjiyoblastik progenitor hiicrelerden koken alir [26, 27]. Bu hiicreler,
erken endotel ile doseli primitif kapillerler iginde yer alan hematopoetik kok hiicrelere
de kaynaklik ederler. Villoz stromada kapiller kesitlerinin goriilmeye baslanmasi ile
tersiyer (ligiinciil) wvilluslar olusur (Sekil 2.1.1.f). Terme kadar, fotal olarak
damarlandirilan bu villuslara tersiyer villus denir. ilerleyen gelisim boyunca tersiyer
villuslar, karmasik farklilasma islemlerinden gegerek, birbirlerinden yapisal ve
fonksiyonel olarak farkliliklar gosteren ¢esitli villus tiplerini olugturur [5].

Boylece erken villus agacinin gelismesi bu farkli basamaklar ile gergeklesir [28];
bliylik villuslarin ylizeylerinde yerel (lokal) sitotrofoblast ¢ogalmasi ve ardindan
sinsisyal birlesme (fiizyon) ile sinsisyal tomurcuklar olusur. Bu tomurcuklar erken
primer villuslara benzerler ve sadece trofoblastlardan olusurlar. Bu tomurcuklarin
bircogu dejenere olurken, sadece bazilar1 villoz mezensimle istila edilir ve villoz
tomurcuklara doniigiir. Villoz tomurcuklar yapisal olarak plasentasyonun primer
villuslarina karsilik gelir. Stroma iginde fotal damarlarin olusumu, uzamalar1 ve



genislemeleri ile birlikte mezensim villuslar1 olusur. Bunlarin yiizeyleri boyunca
tomurcuk olusumu yeniden gozlenebilir.

Plasentada intervilloz bir dolasimin oldugu diisiiniiliirse, fotal ve maternal kanin
birbirlerine yakin temasa geg¢mesi, intravilloz (fotal) dolasim baslar baslamaz
gerceklesir. Her iki kan, birbirlerinden daima plasental bariyerle ayrilir. Plasental
bariyer;

1) Villus yiizeyini kesintisiz bir sekilde 6rten sinsisyotrofoblast tabakasi

2) Birinci trimesterde kesintisiz, ikinci ve {liglincli trimesterde kesintili bir
sitotrofoblast (Langhans’ Hiicreleri) tabakas1

3) Trofoblastik bazal lamina

4) Bag dokusu,

5) Endotel bazal laminas1 ve

6) Fotal endotel tabakalarindan olusur (Sekil 2.1.3).

Intervilloz alan
Sinsisyotrofoblast
Sitotrofoblast
Bazal lamina

Fotal kan

Sekil 2.1.3. Plasentanin genel yapisini ve plasental bariyer bilesenlerini gosteren sematik ¢izim [5].

2.2.  Plasental Villus Agacinin Yapisi

Gelisim siiresince birinci trimester plasenta ile liclincii trimester ya da term
plasenta karsilastirildiginda farkli yapilar izlenir. Bu farkliliklar villus agacinin stirekli
olarak gelismesinden ve dallanma gostermesinden kaynaklanir [14]. Sonug¢ olarak
plasenta gelisimi sliresince, ayni temel yapiya sahip, farkli gorevler goren farkli tip
villuslar olusur (Sekil 2.2.1).



Terminal { 1
villus '

Immatir intermediyet villus

Matiir intermediyet villus

Sekil 2.2.1. Plasental villus agacinda farkli villus tiplerinin sematik olarak ¢izimi [23].

Bu villuslarin genel yapilari ise soyledir; villus etrafindaki maternal kan ile
villus stromasini1 birbirinden ayiran trofoblast tabakasi igerirler. Trofoblastlar
birbirlerinden kesin smirlarla  ayrilmayan, kesintisiz, ¢ok c¢ekirdekli  bir
sinsisyotrofoblast tabakasi ve bu tabakanin altinda Langhans’in hiicreleri denilen,
sinsisyumun olusumuna kaynaklik eden hiicreler olan sitotrofoblast hiicrelerini igerir.
Trofoblastik bazal lamina, trofoblastlari villusun stromasindan ayirir. Stromada ise
cesitli sayida ve tipte bag dokusu hiicreleri, bag dokusu lifleri, ara madde ve farklh
biiyiikliikteki fotal kan damarlar1 vardir. Biiyiik kok villuslarda bu damarlar genellikle
arter ve venler seklinde iken, koryonik villus agacinin yan dallarinda (uglara dogru)
genellikle kapillerler ve sintizoidler seklindedir.

Villus agacinda farkli villus tipleri siniflandirilirken, villuslarin boyutlari, stroma
yapilari, icerdikleri damar yapisi ve yerlesimlerine bakilir. Bu kriterlere gore bes farkli
villus tipi tanimlanmustir (Sekil 2.2.1). Her villus tek bir Onciiden, erken plasenta
gelisimin tersiyer villusuna karsilik gelen mezensimal villustan koken alir [5].
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2.2.1. Kok (Stem) Villus (KV)

Villus agacinin koryonik plak ile iligkili kisimlarini olusturan primer kok
villuslardir. Temel gorevleri villus agacinin periferindeki diger villus tiplerine destek
olmak, onlar1 genis kan damarlartyla kanlandirmak ve villus agacinin ana iskeletini
olusturmaktir. Olgun plasentanin tigte birini kok (stem) villuslar olusturur. En ¢ok villus
agacinin subkoryal alaninda bulunurlar. Kok villuslar giderek dallanirlar ve c¢aplari
azalir. Histolojik olarak yogun fibroz bir stroma, arter, ven, arteriyol veya veniiller ile

karakterizedir [14].

2.2.2. Matiir intermediyet Villus (olgun ara villus; MIV)

Villus agacinin kdkiinden perifere dogru uzanan yan dallardir ve villus agacinin
uclarina dogru terminal villuslart olustururlar. Gebeligin son trimesterinde sayilar1 cok
azdir. Boyutlar1 genelde 60-150 um arasindadir. Histolojik olarak gevsek stroma, kiigiik
arteriyoller ve veniiller icerirler. Damarlarin medya tabakasi 151tk mikroskobu ile ayirt
edilemez. Sinsisyotrofoblast tabakasi uniform yapidadir. Olgun plasentada goriilen
villus tiplerinin dortte birini olustururlar [5, 14].

2.2.3. Terminal Villus (TV)

Villus agacinin son, ug¢ dallaridir. Matiir intermediyet villuslarin (olgun ara
villuslar) olusturdugu tiziim salkimi benzeri uzantilardir. Yogun kapillerizasyon
(kapillerlesme) ve oldukga genislemis (dilate) siniizoidlerle karakterizedir.
Sinsisyotrofoblast tabakasi ince, sinsisyal ¢ekirdekler diizensiz dagilmis ve genellikle
vaskiilosinsisyal membran [29] yapist bulundurmaktadir. Terminal villuslar gebeligin
27. Haftasinda ortaya g¢ikar ve termde genel villus yapisinin %60’ 1 olusturur [14];
fetomaternal aligverisin ana kismini olustururlar [5].

2.2.4. Immatiir intermediyet Villus (Olgunlasmamus ara villus; IMIV)

Kok villusun perifere dogru yaptigi uzantilardir. Olgunlasmamis plasentalarda
izlenen en yaygm formdur. IMIV’ler ilk iki trimester boyunca mezensimal villuslarin
olgunlasmasiyla meydana gelirler. Daha sonra kok villuslara déniisiirler. IMIV’ler de
MIV’ler gibi, mezensimal ve tamamen gelismis villuslar arasinda bir formdur [5].
Olgun plasentalarin biiylime zonu olarak adlandirilan merkez bolgesinde seyrekte olsa
goriilmektedir [14]. Histolojik olarak en karakteristik oOzellikleri agsi (retikiiler)
yapidaki stromalaridir. Sabit stroma hiicrelerinin biiyiilk yelkenvari uzantilariyla
siirlandirilan  ¢ok sayidaki stroma kanallarina sahiptirler. Hofbauer hiicreleri bu
kanallarin iginde yerlesiktir. Fotal damarlar ve kollajen lif demetleri bu stroma
kanallarin aralarinda yer alir. Ayrica oldukca kalin bir trofoblastik kabuga sahiptirler

[5].

2.2.5. Mezensimal Villus (MV)

Bunlar en primitif villuslardir ve genellikle birinci nesil tersiyer villuslar olarak
kabul edilirler. Gebeligin ilk donemlerinde baskin tiptir. Bu donemde, mezensimal
villuslar, IMIV’lerin &nciileridir. Gebeligin ilerleyen haftalarinda IMIV’lar MiV’a
dontigiirler. Ayn1 zamanda villoz ¢ogalma ve dallanma bdlgesi olarak rol oynarlar.
Histolojik oOzellikleri olarak stroma gevsektir. Kollajen lifler azdir. Bazi mezensim
hiicreleri ile Hofbauer hiicrelerini igerirler. Fotal kapillerler gelismemistir ve dilate
sinlizoidler goriilmez. Kalin trofoblastik tabakanin altinda primitif kapillerlerin farkli
gelisim evreleri izlenir [5, 26].
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2.3. Temel Villus Yapisi

Plasenta villuslarin histolojik yapisi, villus agacinin gelisim-olgunlagsma evresine
ve gebelik yasina gore degisebilmektedir. Bununla birlikte tiim villus tiplerinde bulunan
vill6z stroma, fotal villus damarlari, trofoblastik bazal membran ve villéz trofoblastlar
kendi i¢inde bir takim 6zellikler tasimaktadir (Sekil 2.3.1).

Sinsisyotrofoblast
Sitotrofoblast

Fotal kapiller

Fotal makrofaj

Sinsisyal diigiim
Fibroblast

Fotal sintizoid

Vaskiilosinsisyal membran

Sekil 2.3.1. Temel villus bilesenlerinin sematik ¢izimi [17].

2.3.1. Villoz Trofoblast
Plasenta villuslarmin dis ylizeyi 2 farkli hiicre tabakas ile ¢evrilidir. Bunlar; igte
sitotrofoblast, dista sinsisyotrofoblastlardir.

2.3.1.1. Sitotrofoblast Tabakasi

Sitotrofoblast hiicreleri kiibik, polihedral ya da oval sekilli olup hiicre sinirlar
net olarak goriiliir. Sitoplazmalar1 belirgin az sayida graniil igerebilir. Sitoplazmalarinda
gelismis Golgi aygiti, az sayida mitokondriyonlar, graniilli endoplazmik retikulum
(GER) ve ¢ok sayida poliribozom bulunur. Sitotrofoblast hiicrelerinin ¢ekirdeklerinin
kromatin agi daginik halde bulunur ve agik renkte boyanirlar (Sekil 2.3.1.1.1). Erken
gebelik doneminde, kesintisiz bir sitotrofoblast hiicre tabakasi bulunur. Olgun
plasentada ise terminal villuslarda seyrek bir sekilde bulunurlar. Bu anlamda
sitotrofoblast hiicrelerinin gebelik boyunca sayisinin arttigini1 fakat matiir plasentada bu
hiicrelerin tabaka yapis1 olusturmadan ayr1 ve seyrek bulunduklarinin alt1 ¢izilmelidir.
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Sekil 2.3.1.1.1. Olgun plasentada trofoblast tabakasinin taramali elektron mikroskobu ile analizi. CT:
Sitotrofoblast (altta), S:Sinsisyotrofoblast (iistte) [17].

Sitotrofoblast hiicreleri, trofoblastik tabakanin kok hiicreleri olarak tanimlanir.
Normal sartlar altinda bu tabakanin hiicreleri gebeligin ilerleyen donemlerine dogru
suskunlagir, fakat sinsisyotrofoblast tabakasinda herhangi bir hasar meydana gelirse
sitotrofoblast hiicreleri tekrar cogalma (mitotik) yetenegi kazanabilirler[30].

Sitotrofoblast Tabakasindan Sinsisyotrofoblast Olusumu:

Sinsisyotrofoblast tabakasi olusurken, sitotrofoblastik hiicreler yuvarlak,
okromatik cekirdek ve seyrek organel yapilari igeren farklilagmamis bir fenotipten,
diizensiz, heterokromatik c¢ekirdege sahip farklilasmis bir fenotipe dondsiir.
Sinsisyotrofoblast olusumunu etkileyen faktorler cesitlilik gosterir; apoptotik yolakta
gerceklesen fosfotidilserinlerin  plazma membraninin i¢ yilizeyinden dis ylizeyine
translokasyonu olay1 bunlardan biridir [31]. Sitotrofoblast hiicrelerinde ¢ok ¢ekirdekli
sinsisyotrofoblast tabakasi olusmasi siirecinde Oncelikle sitotrofoblast hiicreleri ¢ogalir
ve yavru-ogul hiicreler olusturur. Bu hiicreler boliinmelere gider. Daha sonra ogul
hiicreler hiicre dongiisiinden ¢ikar ve farklanir. Bu asamada artik yiiksek derecede
farklanmuis sitotrofoblast hiicreleri en son farklilagsma siirecine girer ve sinsisyotrofoblast
ile sinsisyal fiizyonu gerceklestirir. Farklilasmanin ikinci seviyesinde yeni proteinler,
yeni hormonlar {iretiimeye baslar. Geg apoptotik ¢ekirdekler bir araya gelir ve
sinsisyumun membran kapli parcalari halinde sinsisyal diigiimleri olusturur (Sekil
2.3.1.1.1.1). Son olarak da bazi sinsisyal tomurcuklar maternal dolasima katilir [32].

13



Sinsisyal
fiizyon

Farklanma siirecinde

. Heniiz fiizyon gergeklestirmis
sitotrofoblast

sinsisyotrofoblast

Hiicre dongiisiinde

Farklanmamis

GO sitotrofoblast
Sitotrofoblast: drten .
. GER iceren
sinsisyal lameller sinsisyotrofoblast

Vaskiilosinsisyal
membran DER igeren

sinsisyotrofoblast

Sinsisyal tomurcuk

Sekil 2.3.1.1.1.1. Villus yiizeyinde trofoblast doniigiimiinii ve apoptozunu gosteren sematik ¢izim [17].

2.3.1.2. Sinsisyotrofoblast Tabakasi

Sinsisyotrofoblast tabakasi gebelik boyunca onemli roller iistlenir. Bu tabaka,
iyon ve besin degisimi, fotal biiyiime ve gelisim i¢in gerekli hormonlarin sentezlenmesi
gibi bircok plasental fonksiyonun gergeklestigi trofoblastik tabakadir [33].
Sinsisyotrofoblast tabakasinin elektron mikroskobu analizlerinde bol miktarda diiz
endoplazmik retikulum (DER), graniillii endoplazmik retikulum (GER) ve
mitokondriyonlar icerdigi belirlenmistir. Bu bilgiler 1518inda sinsisyotrofoblast
tabakasinin endokrin hiicre aktivitesi ve steroid metabolizmasinda rol oynadig
sOylenebilir [17]. Gebeligin erken donemine ait plasentalarda sinsisyotrofoblast villusun
en dis tabakasi olarak uniform bir tabakadir.

Sinsisyotrofoblast tabakasi maternal kan ile dogrudan baglantilidir. Bu durum
endotel hiicreleri ile aralarinda bir iligki kurulabilecegini akillara getirmis fakat endotel
hiicreleri ile benzer bir yap1 gostermemesine ragmen onun gibi davranma yetenegi
oldugu ortaya ¢ikmistir (Sekil 2.3.1.2.1) [34, 35].
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Sekil 2.3.1.2.1.  (A) GER igeren ve (B) DER igeren sinsisyotrofoblast tabakasinin farkli segmentlerinin
elektron mikroskobik  goriintiisii. IVS: Intervilloz alan, CT:Sitotrofoblast,
ST:Sinsisyotrofoblast, E: Fotal endotel [17].

Birinci trimester plasentalarda bulunan sinsisyal ¢ekirdekler diizenli bir sekilde
konumlanmis, sitotrofoblast c¢ekirdeklerinden daha koyu ve kiiciiktiirler. Sinsisyal
sitoplazma ise homojen ya da az graniiler olabilir fakat daha yaygin olarak vakuol
icermektedir. Sitoplazmada bazi lipid damlaciklar1 bulunur [14].

Term plasentadaki villuslarda bulunun sinsisyal c¢ekirdekler ise diizensiz
yerlesimli, cok cekirdekli formda ve c¢ogunlukla villus yilizeyinden c¢ikinti yapmis
yapilar seklinde izlenir. Villus ylizeyinden adeta ¢ikint1 yapan bu ¢ok ¢ekirdekli yapilar
sinsisyal diigiim olarak bilinir. Sinsisyal diigiimler, sinsisyal tomurcuklardan ve
sinsisyal siirgiinlerden farklidir. Sinsisyal tomurcuklar gebeligin erken doneminden
itibaren goriiliir ve villus olusturma egiliminde degildirler. Sinsisyal tomurcuklar adeta
sapli bir kitle seklindedir ve villus yiizeyinden ayrilarak intervilloz araliga gegerler,
oradan da maternal dolasima katilirlar.

Sinsisyal stirgiinler, trofoblastin villoz stromaya dogru yaptig1 invajinasyonlar
olarak bilinirler. Vill6z stromada serbest bulunan ¢ok c¢ekirdekli cisimler olarak
goriilebilirler [36]. Bazi sinsisyal diigtimler ise villusun yiizey trofoblastlarina teget
gecen kesitlerde artefakt olarak goriilebilmektedir [37, 38]. Bazen bu kesitlerde
sinsisyal diiglimlerin ¢ekirdegi sinsisyotrofoblast tabakasinda bulunan g¢ekirdeklerden
farkl1 goriilmez. Fakat gercekte sinsisyal diiglimlerin ¢ekirdegi daha kiigiik ve daha
koyu renkte boyanmaktadir. Elektron mikroskobik ¢alismalar bu ¢ekirdeklerin apoptotik
gorliniime sahip olduklarini gostermektedir.

Olgun plasentada bulunan bir¢ok villusun bazi bolgelerinde sinsisyotrofoblast
tabakas1 bolgesel olarak incelmis ve c¢ekirdek icermeyen alanlar halindedir. Isik
mikroskobunda bu bolgeler stromada bulunan damar duvari ile fiizyon yapmis gibi
goriilmektedir. Bu yapiya vaskiilo-sinsisyal membran adi verilir [29, 39]. Elektron
mikroskobik incelemeler vaskiilo-sinsisyal membran olusumunda tam anlamiyla bir
flizyon olaymin olmadigini gosterse de, bu alanlarin sinsisyumun diger alanlarindan
farkli oldugu ve gaz transferi icin 6zellestigi bilinmektedir [40, 41]. Bu vaskiilosinsisyal
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(damar-sinsisyum) yapilar, fetiisiin artan fizyolojik ihtiyaglarini ¢ok hizli karsilamak
amaciyla 6zellesmis ¢cok 6zel yapilardir. Bu 6zellikten dolayr nefro-pénomoid birimler
[29, 42] olarak da adlandirilmaktadirlar

Vaskiilo-sinsisyal membranin gaz transferi i¢in 6nemli olmasi, maternal ve fotal
dolagiminin  birbirlerine en yakin temas kurdugu noktada olmasindan
kaynaklanabilmektedir [42, 43]. Ayrica elektron mikroskobik incelemeler bu bolgelerde
ciddi mikrovillus kaybinin oldugunu gostermektedir (Sekil 2.3.1.2.2) [29, 44]. Bu
anlamda vaskiilo-sinsisyal membran, fonksiyonel bolgesel farklanmanin morfolojik bir
kanit1 olarak fonksiyon yapi iligkisinin bulundugunu isaret edebilir.

Sekil 2.3.1.2.2. Vaskiilosinsisyal membranin elektron mikroskobik incelenmesi, C:Fotal kapiller.
Sinsisyal lameller fotal kapillerin etrafinda oldukga ince yapidadir. Bu bolge az sayida
organel ve mikrovillus kaybi ile karakterizedir [17].

2.3.2. Villoz Stroma

Villoz stroma, farklilagmamis mezensim hiicreleri, olgun mezensim (retikulum)
hiicreleri, fibroblast, miyofibroblast, pre-kollajen ve kollajen fibrillerini i¢cermektedir.
Stromadaki hiicre ¢esitleri ve bu hiicrelerin yogunlugu gelisimin farkli evrelerinde villus
agacinda farkli oranlar gosterebilmektedir [45]. Ayrica az sayida mast hiicresi de villoz
stromada bulunabilir fakat bunlarin fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir [46].

2.3.2.1. Mezensim Hiicreleri

Farklilagmamis stroma hiicrelerdir ve 2. aym sonuna kadar en baskin hiicre
tipidir. Gebelik ilerledikge sadece yeni olusan mezensim villuslarda goriiliir. Bu
hiicreler genellikle kiigiik (10-20 pm uzunlugunda, 3-4 pum eninde), az sitoplazmali,
mekik sekilli hiicrelerdir. Bunlar birbirlerine az sayidaki ince uzantilarla tutunur.
Uzantilar1 yapraksi (filiform) sekilde oldugu i¢in stromal kanallar olusturmazlar. Bu
hiicreler diger biitiin stroma tiplerinin dnciisli olan mezensim stromay1 olustururlar.
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2.3.2.2. Retikulum Hiicreleri

Retikulum hiicreleri immatiir intermediyet (olgunlagmamais ara villus) villuslarin
stromasinin ana hiicresidir ve ilk olarak gebeligin ikinci ayinin sonunda ortaya ¢ikarlar.
Bu hiicreler uzamais sekilli, bliylik gévdeleri ile karakterizedir. Hiicre govdelerinden ¢ok
sayida, uzun, ince ve dallanan uzantilar ¢ikar. Kesitlerde bu uzantilarin komsu
hiicrelerin uzantilar ile temaslar kurarak, aglar olusturduklari goriiliir. Ug boyutlu SEM
preparasyonlarinda, bu yelken seklindeki uzantilarin ekstraselliiler kompartmanlar
olusturdugu goriiliir. Bu stroma kanallari, villus eksenine paralel yerlesir. Fotal
damarlar, bag dokusu lifleri bu stroma kanallarin arasina yerlesir. Bu kompartmanlarda
genellikle Hofbauer hiicreleri yerlesir. Komsu kanallar arasi pencereler, plasenta
makrofajlar1 olan Hofbauer hiicrelerine belli diizeyde hareketlilik saglar. Immatiir
intermediyet villuslarda kiigiik retikulum hiicreleri bag dokusunun sabit hiicrelerinin
cogunu olusturur. Matiir intermediyet villuslarda daha biiylik retikulum hiicreleri
bulunabilir [47].

2.3.2.3. Fibroblast Hiicreleri

Fibroblastlar, daha ¢ok kok villuslarda ve daha az olmak kaydiyla immatiir
intermediyet villuslarda biiylik damarlar1 gevreler sekilde bulunur. Bu hiicreler genis
sitoplazmalidir. Retikulum hiicrelerinin aksine, bunlarin az sayida, kisa, dallanan,
yapraksi (filiform) veya kalin uzantilari vardir [5].

2.3.2.4. Miyofibroblast Hiicreleri

Elektron mikroskobik olarak, tipik miyofibroblast karakterindeki hiicreler sadece
kok villuslarda bulunmaktadir. Damar diiz kas hiicrelerinden farkli olarak
miyofibroblast hiicreleri villusun uzun eksenine paraleldir [48]. Kok villuslarmn ikili ya
da ticli damar kavsaklarin ara bolgelerinde yogun bulunurlar. Bu hiicreler damarin
esnekligine ve kan pompalanmasina katki yaptiklar1 gibi yedek kasilma rezerv hiicre
formu gorevini de yaparlar [45, 49].

2.3.2.5. Hofbauer Hiicreleri

Villoz stromada bulunan diger bir hiicre tipi ise Hofbauer hiicreleridir. Hofbauer
hiicreleri plasenta villuslarinda ilk kez pc. 18. giinde olgunlasmamig ara form (IMIV)
villuslarda goriiliirler [21]. Bu hiicreler yuvarlak veya ovoid olabilir. Yaklasik 25 um
capinda ve eksentrik (dis merkezli konumlanmis) cekirdege sahiptirler.
Sitoplazmasinda irili ufakli vakuoller bulunduran Hofbauer hiicreleri genellikle
gebeligin  erken donemlerinde daha ¢ok bulunurlar. Hofbauer hiicrelerinin
sitoplazmalarinin graniilli bir yap1 kazanmasi gebeligin yasiyla ilgilidir [50, 51].
Gebelik ilerledik¢e villus stromasi da yogun karakter kazandigi icin Hofbauer
hiicrelerinin maskelenmesine ve sikismasina neden olur [52]. Hofbauer hiicrelerinin
orijini hakkinda ge¢cmis yillarda bir ¢cok goriis bulunmasina ragmen yapilan ¢aligmalarla
bu hiicrelerin doku makrofajlar1 oldugu belirtilmistir. Hofbauer hiicreleri, tam anlamiyla
makrofajlar gibi morfolojik, histokimyasal ve fonksiyonel 6zellikler tasimasalar da [53]
bulundurduklar1 yiizey IgG reseptorii ve simf II MHC molekiilii sentezlemesi ile
makrofaj olarak tanimlanirlar [54, 55].

Hofbauer hiicreleri immiin ve immiin olmayan fagositoz yapabilme
yetenegindedir. Plasental dokudaki maternal antikorlar taniyabilirler. Ayrica plasentada
sitokin, prostaglandin ve tromboksan kaynagi olabilirler [56]. Diger yandan Hofbauer
hiicrelerinin plasenta su dengesini diizenledigi, tasima mekanizmalarina katildigi,
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muhtemel endokrin fonksiyona sahip oldugu ve vaskiilogenezi kontrol ettigine dair
yapilan calismalar bulunmaktadir [51]. Ayrica Hofbauer hiicrelerinin bazi proteinleri
sentezledigi, villus agacinin dallanmasina etki ederek plasenta gelisime katkida
bulundugu 6ne siiriilmektedir [57].

2.3.2.6. Plazma Hiicreleri

Bu hiicreler, plasenta yapisinda ¢ok nadir gozlenir. Gelismemis plasentalarin kok
villuslarinin stromalarinda bulunurlar [17].

2.3.2.7. Fotal Villus Damarlari

Plasenta kan damarlari, farklilagmamis Onciil (prekiirsér) hiicrelerin
(hemanjiyoblast) daha sonra damar agini1 olusturmak iizere diizenlenecek olan endotel
hiicrelerine farklilagsmas1 ile karakterize bir islem olan “vaskiilogenez” yoluyla
olusturulmaya baslar [26, 58]. Ilk olarak villoz stromal hemanjioyoblastik hiicrelerin
kordon olusturmasinin tam zamani bilinmemekle birlikte [59], plasentasyon boyunca
vaskiilogenezin, sekonder villustan tersiyer villusa gegis sirasinda ilk villoz damarlarin
olusumunda (gebeligin 18- 35. gilinleri aras1i) ve ilerleyen gebelikte immatiir
intermediyet villuslardan mezensimal villuslarin  olusumu sirasinda  gorildigi
bilinmektedir. ik anjiyogenez ve vaskiilogenezin fotal dolasim ve umblikal arterlerden
bagimsiz olarak gelistigi bugiin kabul edilmektedir [26]. Vaskiilogenezle olusturulmus
primitif kapiller agin genisletilmesi ise “anjiyogenez” ile saglanir. Plasentasyon
sirasinda, immatiir intermediyet villus, kok villus, matiir intermediyet villus ve terminal
villuslarin damar ag1 bu sekilde olusturulur [60, 61].

Matiir plasentadaki terminal villuslar oldukg¢a genislemis (dilate) siniizoidlerle
karakterizedir. Endotel hiicreleri siki baglanti birimleri ile birbirlerine tutunmus,
fibronektin, laminin ve tip IV kollojenden zengin bazal lamina ile desteklenmektedir
[62, 63].

2.3.2.8. Trofoblastik Bazal Membran

Villusun trofoblast tabakasi, villus stromasindan trofoblastik bazal membran ile
ayrilir. Isik mikroskobik diizeydeki incelemelerde trofoblastik bazal membranin fibriller
yap1 oldugu goriilmektedir. Bu membran 20-50 nm kalinligindadir. Yapisinda kollajen
IV, laminin ve heparan siilfat bulunur [64].

2.4. Retroviriisler

RNA genomu tastyan kapsiillii viriislere retroviriis ad1 verilmektedir. En dista
protein ve lipid yapida kilif (envelope) proteine sahiptirler. Sahip olduklar1 6z’lin
(cekirdek) icinde viral RNA, viral enzimler, revers transkriptaz enzimi bulunur.
Retroviriisler igerdikleri revers transkriptaz enzimi ile tek zincir RNA’dan ¢ift zincir
DNA dontisiimiinii saglayabilirler (Sekil 2.4.1).
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Sekil 2.4.1. Retroviriisiin yapisi [65].

Bu viriisler ¢ogalmak ve daha sonra bagka organizmalar1 enfekte etmek icin
konake1 hiicre bilesenlerine ihtiya¢ duymaktadir. Bu siire¢ su sekilde islemektedir; ilk
Once retroviriis, yiizey reseptorleri ile konake1 hiicre membranina tutunur. Retroviriis ve
konake1 hiicre membranlariin fiizyonu ile protein ve lipid yapidaki kilifin1 (envelope)
hiicre disinda birakmak suretiyle, 6z ya da diger adi ile cekirdegini konake1 hiicre
sitoplazmasina gonderir. Viral revers transkriptaz enzimi ile dncelikle tek sarmal viral
RNA’dan tek sarmal viral DNA meydana gelir. Daha sonra bu DNA tekrar kendini
esleyerek cift sarmal yap1 kazanir ve konak¢1 hiicre genomuna entegre olur. Konake1
hiicrede RNA polimeraz II’yi kullanarak transkripsiyonunu gerceklestirir ve bir¢ok
RNA kopyast meydana getirir. Daha sonra viral proteinlerin translasyonu meydana gelir
ve olusan proteinlerle retroviriis birgok kopya meydana getirmis olur (Sekil 2.4.2).
Meydana gelen yeni retroviriisler konak¢1 hiicreden ayrilarak, kopyalarini olugturmak
tizere yeni konakgr hiicreleri enfekte ederler [66].

Revers Transkriptaz

Viral DNA

Hedef hiicre

Konakg1 DNA
Konake: hiicre niikleusu

Sekil 2.4.2. Retroviriisiin yasam dongiisii. 1. Retroviriisiin konake¢1 hiicreye entegre olmasi. 2. Revers
transkriptaz enzimi ile viral RNA’dan DNA elde edilmesi. 3. Konak¢inin hiicre bilesenleri
kullanilarak retroviriisiin kendini ¢ogaltmasi [67].
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2.4.1. Insan Endojen Retroviriisler (HERYV)

Insan Endojen Retroviriisleri (HERV), insan iireme hiicrelerini enfekte eden
RNA viriislerdir. Bu viriisler, tireme hiicrelerini enfekte ettikleri i¢in, konakg1 hiicreden
meydana gelen yavru hiicre genomu da retroviriise ait genetik materyali icermektedir.
Bu sayede retroviriisiin genetik materyali, yavruyu yeniden enfekte etmemesine karsin
yavru nesillere aktarilir.

Insan endojen retroviriisler (HERV), insan genomunun yaklasik %8’ini
olusturur. Bu viriislerin biiylik bir kismi, evrimsel siire¢ igerisinde mutasyonlar ve
delesyonlar vasitasiyla elimine olsa da, bazi iiyeleri evrimsel olarak korunur ve
ekspresyonuna devam eder. Su ana kadar hasara ugramamis endojen retroviriis kilif
proteinleri ile yapilan sistematik bir ¢alismada, 16 genin tanimlamasi yapilmistir [7].

Bu genler igerisinde 3 genin insan plasentasina 6zgiin bir sekilde, yiiksek oranda
ifade edildigi ve hiicre-hiicre flizyonunu indiikledigi belirtilmistir. Bu genler, HERV-W
Env glikoprotein (syncytin 1) ve HERV-FRD Env glikoprotein (syncytin 2) ve HERV-
V (ERV-3) olarak adlandirilan ti¢ proteini kodlamaktadir [68].

5'LTR pol envelope 3'LTR
weey [ _—-
- - - ] * ) ‘ =~
sp FP  ISD TMD
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Yiizey alt Ginitesi Transmembran alt
tinitesi

Sekil 2.4.1.1. Syncytin gen yapist. 5’ ve 3’ uzun terminal dizilerinden (tekrarlarindan: LGR)
olugsmaktadir. Gag: grup spesifik antijen geni, Pol: polimeraz, Env: envelope yani kilif
geni. Syncytin proteinleri kilif geni tarafindan kodlanir. Bu bolge yiizey alt iinitesi ve
transmembran alt iinitesinden olusmaktadir. SP:sinyal peptid, FP:fiizyon peptid, ISD:0lasi
immiin baskilayict domeyn, TMD:transmembran domeyni [69].

2.4.2. Syncytin 1 (HERV-W)

Blond ve ark. (1999) tarafindan yapilan bir ¢alismada HERV-W geninin
sinsisyotrofoblast tabakasinda fonksiyonel bir proteini kodladigi bulunmustur. Bu
calismada COS hiicreleri (maymun bdbrek dokusundan elde edilen fibroblast benzeri
hiicre hatt1), HERV-W ile transfekte edildiginde multiniiklear sinsisyum olusumunun
indiiklendigi goriilmistiir. Daha sonra Mi ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir ¢alisma
ile bu proteine Syncytin ismi verilmistir [6, 70]. Syncytin 1 (HERV-W) glikoprotein
yapidadir, yiizey iliskili (SU) ve transmembran (TM) olarak adlandirilan 2 alt iiniteden
olusur [114]. Blond ve ark. (2000) tarafindan yapilan c¢aligmada ise Syncytin 1’in
reseptorli olarak D Tipi memeli retrovirus reseptorii (ASCT2, SLCIAS, nétral amino
asit tasiyicisi) gosterilmistir ve bugiin hala potensiyel reseptor olarak kabul gérmektedir

[7].
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Sekil 2.4.2.1. Syncytin 1 proteni sematize edilmistir.

HERV-W ovaryan progesterona cevap verir ve Syncytin 1 ifade (ekspre) edilir.
Progesteron ile birlikte ikincil haberciler (cAMP) ve bazi transkripsiyon faktorleri
(GCMa) aktive olur. Gen bolgesi 5° ucundan 3’ ucuna dogru transkribe olur ve env

(kilif) bolgesinde Syncytin 1 proteininin sentezi saglanir.

Syncytin 1 (HERV-W), gebelik boyunca giderek artan oranda sinsisyotrofoblast
hiicrelerinden ekspre edilir (Sekil 2.4.2.1) [71]. Sentezlenen Syncytin 1, reseptorii
(ASCT2, SLC1AS5, noétral amino asit tasiyicisi) ile etkilesime girerek, sitotrofoblast

hiicrelerinin fiizyonunu indiikler ve sinsisyotrofoblast olusumunda rol oynar [72].
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Sekil 2.4.2.2. Syncytin 1 proteninin fiizyojenik ve flizyojenik olmayan etkisi [73].
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Syncytin 1’in sinsisyum olusumunu indiiklemesinin yani sira hiicre dongiisiinii
diizenleyerek sitotrofoblastik hiicre havuzuna katkida bulunabilecegi gosterilmistir.
Bilindigi gibi hiicre dongiisii iki noktada kontrol edilir; bunlardan birincisi G1 fazindan
S fazma geciste, ikincisi ise G2 fazindan M fazina gegistedir. G1 fazindan S fazina
geciste artan Syncytin 1 ekspresyonu p15°i inhibe ederek azalmasina ve CDK4’ii aktive
ederek artmasina neden olup hiicre dongiisiinde Gl’den S fazina gecisi diizenler.
Syncytin 1 ekspresyonunun engellendigi hiicre hatlarinda p15’in artarak CDK4’ii inhibe
ettigi ve hiicre dongiisiinlin S fazina gegen hiicre sayisinda azalma oldugu belirtilmistir.
Syncytin 1’in normalden fazla ekspre edildigi hiicre hatlarinda ise G1 fazindan S fazina
gecen hiicre sayisinda artma oldugu ve E2F, PCNA ve c-MYc’nin indiiklenmesi ve
DNA sentezinin arttig1 belirlenmistir. Sonug¢ olarak Sekil 2.4.2.2°de 0Ozetlenen
mekanizma ile Syncytin 1’in sinsisyum olusumuna ek olarak sitotrofoblastik hiicre
havuzunun proliferasyonunda da rol oynadigi diisiiniilmektedir [73].

2.4.3. Syncytin 2 (HERV-FRD)

Insan Endojen Retroviriis (HERV) ailesinin bir diger iiyesi olan Syncytin 2
(HERV-FRD)’nin, insan genomuna kirk milyon yil 6nce girmis oldugu ileri stiriilmistiir
[74]. HERV-FRD kilif geni plasentada ekspre olur ve olusan protein Syncytin 2 proteini
olarak adlandirilir [75, 76]. Syncytin 2 proteininin de fiisogenik aktivitesi bulunmasina
ragmen bazi noktalarda Syncytin 1’den ayrilir [77]. Aralarindaki ilk fark, Syncytin 1’in
reseptorii olan ASCT2’ye baglanmamasidir. Bununla birlikte Syncytin 2’nin olasi
reseptOrii olarak Onerilen MFSD2 (major facilitator superfamily domain containing)
hakkinda literatiirde halen devam eden ¢aligmalar bulunmaktadir. Syncytin 2, ayni
zamanda GCM 1 (koriyon spesifik transkripsiyon faktorii) transkripsiyon faktoriiniin
hedef genidir [78]. lkinci olarak, Syncytin 2’nin immiin baskilayic1 etkiye sahip
oldugu ileri siiriilerek bu olas1 immiin baskilayici etkisi fetiisiin maternal immiin sistem
tarafindan korunmasinda rol oynayabilecegi goriisii vardir [76]. Syncytin 2, 16kositlerin
immiin cevabin1 amino asit sekansi ile baskilayabilir [79]. Ugiincii olarak, Syncytin 2
villoz sitotrofoblastlarin sinsisyotrofoblastlara temas bolgelerinde ekspre olur [80, 81].

2.4.4. ERV-3 (HERV-V)

Glintimiize kadar yapilan ¢alismalar, ERV-3’1i hiicre-hiicre fiizyonda gorevli bir
protein olarak heniiz siniflandirmamistir. Rote ve ark. (2004) tarafindan ERV-3 sekansi
tizerinde yapilan bir caligmada, ERV-3 kilif proteini, plasentada ekspre edilen
membrana bagimli olmayan tutunma proteini olarak tanimlanmistir. Yine aym
calismada adrenal korteks ve testis dokusunda da ERV-3 ekspresyonu gosterilmistir
[68]. ERV-3, proteolitik yariklanma alanina komsu olan tipik flizyon peptid bolgesinden
yoksundur. Ayrica BeWo hiicre modeli deneylerinde de ERV-3’iin hiicreler arasi
fiizyon mekanizmasina katilmadigi izlenmistir [82, 83]

2.5.  Syncytin Proteinleri ve Plasental Patolojiler Arasindaki iliski

Plasentanin fonksiyonunun, basarili bir villz sinsityotrofoblast olusumuna ve
gelismesine bagli oldugu yoniindeki bilgiler, yapi-fonksiyon iligkisi baglaminda énem
kazanmaktadir [68]. Syncytin proteinlerinin gorev aldig: sinsisyotrofoblast olusumunda
meydana gelebilecek bir bozukluk plasenta patolojilerine neden olabilir varsayimi ilgi
¢ekmektedir.
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Farelerde Synctin 1 proteininin homologu Syncytin-A’dir. Dupressoir ve ark.
(2009) tarafindan yapilan bir ¢alisma ile Syncytin-A " farelerde embriyonik 11.5 (E
11.5) giinden itibaren letalite gozlenmeye baslamistir, ayrica gelisimin ilerleyen
giinlerinde letalitenin arttig goriilmiistiir. Bunun yani sira Syncytin-A " farelerde fotal
kan damar1 alanlarinda daralma gézlenmis, embriyonik eritrositlerin sayilar1 azalmakla
birlikte normale oranla daralmis olan damarlarda gozlenmistir. Damar yapilarinda
meydana gelen bu bozukluklar fotal kan akiminda degisikliklere neden olup, Syncytin-
A " farelerde bozulmus plasental ve yolk kesesi vaskiilarizasyonu ya da daha dramatik
olarak gelisim geriligi ya da letalite sonuglanmistir [84].

Siklikla goriilen bir plasenta patolojisi olan preeklampsi, insan gebeliklerinin
yaklagik 9%6-8’inde gozlenir. Preeklampsi, klinik olarak gebeligin 2. veya 3.
trimesterinde ortaya c¢ikan, dogumdan hemen sonra gerileyen hipertansiyon (kan
basincinin 140/90 mm Hg veya iizerinde olmasi durumu), proteiniiri (24 saatte toplanan
idrarda 300 mg/I’den fazla protein olmasi), ddem, karaciger ve bobrek gibi bazi
organlarda doku hasari ile karakterize bir sendromdur [85]. Preeklampsi hakkinda suana
kadar ¢ok sayida arastirma yapilmis olmasina ragmen, preeklampsinin etiyolojisi heniiz
tam olarak aydinlatilamamistir. Bununla birlikte ¢ok faktorlii oldugu ileri siiriilmektedir
[86]. Lee ve ark. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada, preeklampsi hastalarindan
elde edilen plasentalarda Syncytin 1 ekspresyonu incelenmistir. Sonugta preeklamptik
plasentalarda, kontrol plasentalara oranla azalmis Syncytin 1 protein ekspresyonu
gosterilmistir.

Gebeligi etkileyen baska plasenta patolojiside ‘intrauterin biliylime geriligi
(IUGR)’dir. IUGR, gebelik haftasina gore, fetiisiin olmasi gereken standart agirliktan
daha diisiik ya da %10 ya da daha fazla bir agirlikta olmasi olarak tanimlanir [87].
Ruebner ve ark. (2010)’nin yaptig1 bir ¢calismada IUGR olgularinda plasenta Syncytin 1
protein ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir [88]. [UGR plasentalarinin normal
plasentalardan daha kiiciik ve hafif olmasi, perivilloz alanda yogun olarak fibrinin
depolanmas1 tipik ozellikler olarak bilinir. Ozellikle uteroplasental dolasimdaki
yetersizlik ve bunun sonucunda olusan hipoksi son derece Onemlidir. IUGR’I1
plasentalarda olusan hipoksi sonucu sinsisyotrofoblast dejenerasyonunun olabilecegi, bu
nedenle de syncytin ekspresyonunda bir azalma meydana gelebilecegi ifade
edilmektedir [17].

Diger bir plasental patoloji ise fetiisde Trizomi 21 (T21) goriilen plasentalardir.
21. kromozomda meydana gelen trizomi ‘Down sendromu’ olarak bilinen fenotipe
neden olur. Bu sendrom zeka geriligine neden olmakla birlikte insidansi canli
dogumlarda yaklagik 1:800°diir. Bu andploid durumda plasentada meydana gelen
degisiklikler hakkinda ¢ok az sey bilinmesine ragmen, T21 ile etkilenmis plasentalarda
sinsisyotrofoblast olusumunda defektler goriilmektedir. Bu tip plasentalardan izole
edilen ve sonra kiiltiire edilen sitotrofoblast hiicrelerinde, flizyonun zayif bir sekilde ya
da gecikmeli olarak gergeklestigi belirtilmistir [89, 90]. Malassine ve ark. (2008)’nin
yaptig1 bir c¢aligmada T21 plasentalarda Syncytin 2 ekspresyon yerinin normal
plasentalara kiyasla degistigi belirtilmistir. Kontrol plasentalarda (18-19 hafta) diz
sitotrofoblastik  hiicrelerin sitoplazmasinda ekspre olurken, T21 plasentalarda
sinsisyotrofoblast tabakasinin altindaki baz1 kiibik sitotrofoblastik hiicrelerde
ekspresyon izlenmistir [4].
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Siklikla goriilen gebelik komplikasyonlarindan biri de Diabetes Mellitus’dur.
Gerek asikar (pre-gestasyonel) diyabet, gerekse gestasyonel diyabetin gorildigi
gebeliklerde hem anne hem de fetiis tehlike altinda olabilir. Bu tiir gebeliklerde hipoksik
stres ve ¢esitli metabolik anomaliler yiiziinden, fetiiste artan morbidite ve mortalite
goriilebilmektedir [11, 12].

Klinikte siklikla goriillen bu patolojinin etkiledigi diyabetik plasentlarda
Syncytin  proteinlerinin  ekspresyonu hakkinda literatiirde herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir.

2.6. Diabetes Mellitus

Insiilinin kismen veya tamamen eksik ve/veya etkisiz olmasi, glukozun viicutta
yetersiz kullanimi sonucu hipergliseminin olustugu bir grup metabolik bozukluk
"Diabetes Mellitus" sendromu olarak adlandirilir. Hedef dokularda insiilin eksikligi
veya etkisindeki anomaliler karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasinda
bozukluklara yol agmaktadir. Plazma 6rneginde glukoz diizeyinin 200 mg/ dl iizerinde
veya aglik glukoz diizeyinin 126 mg/dl veya iizerinde bulunmasi ile karakterizedir.
Yasam boyu siiren, siirekli izlem ve tedavi gerektiren, hastanin yasam kalitesini oldukca
azaltan Diabetes Mellitus giiniimiizde en biiyiikk saglik problemlerinden biridir. 1997
yilinda yayinlanan Amerikan Diyabet Cemiyeti (ADA)’ nin verilerine gore diyabet su
sekilde siniflandirilabilir [91];

a.Tip 1 (insiiline Bagimlr) Diabetes Mellitus (T1DM)

b.Tip 2 (insiiline Bagiml1 Olmayan) Diabetes Mellitus (T2DM)

c.Gestasyonel Diabet (GDM).

2.6.1. Tip 1 (insiiline Bagimh) Diabetes Mellitus (T1DM)

Diabetes Mellitus olgularinin yaklasik %10 kadar1 bu sinifta yer almaktadir.
T1DM, pankreasin insiilin salgilayan p-hiicrelerinin hiicresel aracili otoimmun
yikimindan kaynaklanmaktadir. Adacik hiicrelerinde insulitis denen kronik
mononiiklear hiicre infiltrasyonu vardir. Langerhans adaciklarindaki B-hiicrelerinin
kaybina bagli olarak insulinopeni (insiilin eksikligi) goriilen bu olgular, ketoasidozdan
korunmak ve yasamlarini slirdirmek icin ekzojen insiiline bagimlidirlar. T1DM
cogunlukla ¢ocukluk ve ergenlik ¢aginda baslica ii¢ temel semptom, polidipsi, poliiiri ve
polifaji ile teshis edilir. TIDM etiyolojisi genetik faktorlerden etkilenmesine ragmen
basit mendel kalitimi izlemez ve hastaligin olusumunda cevresel faktorler de rol
oynamaktadir [91] [92].

2.6.1.1. Genetik Faktorler

Kalitsal olan TIDM yatkinliginin mekanizmasi olduk¢a karmagiktir. Multigenik
ozellik tasiyan ve ana lokus 6. kromozomdaki major histokompatibilite kompleksinde
(MHC) yer almaktadir. Ayrica, 9 kromozomda en az 11 lokus daha olaya katilmaktadir
[91]. HLA genlerinin, TIDM gelisiminde 6nemli rolleri oldugu kadar koruyucu rolleri
de mevcuttur. Ornegin HLA-DR2 geninin koruyucu o6zelligi gosterilmistir [93, 94].
Bununla birlikte, HLADR3/DR4 genlerinin pozitif olmasinin TIDM gelisimi i¢in
yatkinlagtirict oldugu 6ne siiriilmiistiir [95]. Su an i¢in TIDM gelisiminde en 6nemli
genetik faktor HLA smf II genleri olup bilinen en onemlileri HLA-DR, HLA-DQ,
HLADP’dir. TIDM hastalarmin biiylik ¢ogunlugu HLA DR3 ve DR4 simif II
antijenlerini tasimaktadir. HLA-DR3 veya DR4 antijenlerinin varliginda T1DM gelisme
riskinin 2-3 kat, her ikisinin varliginda ise riskin 7-10 kat arttig1 saptanmistir [93].
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2.6.1.2. Cevresel Faktorler

T1DM’nin gelismesinden sorumlu olan etkenlerden biri de gevresel faktorlerdir
[96]. TIDM’nin baslamasinda rubella, kabakulak ve Coxsackie viriis B gibi viriislerin
etkisi olabilmektedir. Bir viral proteinin (bir B-hiicre proteini ile ayn1 amino asit dizilimi
tasiyan) veya baska bir ¢evresel faktoriin B-hiicresine karsi otoimmuniteyi baslattigi
diistiniilmektedir. [91].

Genetik ve cevresel faktorlerin tetiklemesi sonucu meydana gelen otoimmiin
siire¢ ile birlikte pankreas adacik hiicrelerinde siiregelen ve yavas ilerleyen yikim ile
birlikte insiilin sekresyonu azalmaktadir. Pankreastaki mevcut adacik hiicrelerinin %80-
90’ninin harabiyeti s6z konusu oldugunda diyabetin klinik bulgular1 ortaya ¢ikmaktadir.
T1DM’da insiilin sekresyonundaki azalma iki mekanizma ile olmaktadir. Bunlardan
birincisi pankreasin beta hiicrelerinin harabiyeti iken diger mekanizma ise ortamdaki
sitokinlerin pankreasin beta hiicrelerinden insiilin sekresyonunu azaltmalaridir [93].

2.6.2. Tip 2 (Insiiline Bagimh Olmayan) Diabetes Mellitus (T2DM)

Tip 2 Diabetes Mellitus (T2DM) kronik metabolik bir hastaliktir ve en yiiksek
prevalansa sahip olan diyabet grubudur. Diyabet olgularinin yaklasik %90 kadarmni
kapsamaktadir.

T2DM, insiilin direnci, insiilin {iretiminde azalma ya da pankreatik -
hiicrelerinde meydana gelen hata sonucu olusan, insiiline karsi meydana gelen
duyarsizlik ile karakterizedir. Bu durum karaciger, kas ve yag hiicrelerine glukoz
tasiniminin azalmasina neden olur. Bu disfonksiyon nedeniyle glukagon ve hepatik
glukoz diizeyleri aclik boyunca artar, siklikla obezitenin eslik ettigi bu olgularda kilo
kaybi tek bagina hiperglisemiyi genellikle diizeltebilmektedir [97].

2.6.2.1. Genetik Faktorler

Genetik aragtirmalarda T2DM ile iligkili bir¢cok gen bulunmasina ragmen bugiine
kadar yalnizca %S5 civarindaki hastanin genetik kusuru kesin olarak belirlenmistir.
Bilinen genler arasinda insiilin sekresyonu ve aktivitesi ile viicut agirliginin
diizenlenmesinde gorev alanlar bulunmaktadir [97].

Bu gorev aday viicut agirligr genlerinden sadece adipoz dokuda ekspre olan OB
geninin protein Uriinii olan leptinin, viicut agirligi homeostazini ve enerji dengesini
diizenleyen onemli bir sinyal faktorii oldugu diisiiniilmektedir. Beslenmenin ob geni
(Ieptin hormonunun ifadesini saglayan gen) ekspresyonu tlizerindeki etkisinde insiilinin
onemli bir aract oldugu ve bu nedenle obezite ile T2DM arasinda genetik bir iliski
olabilecegi one siiriilmiistiir [91].

2.6.2.2. Cevresel Faktorler

T2DM gelisiminde yasam bigimi ile ilgili bircok faktoriin etkili olabilecegi
bilinmektedir. Bunlardan bazilari, fiziksel inaktivite, hareketsiz yasam bigimi, sigara
kullanim1 ve asir1 alkol tiikketimidir [98]. Bunlarin yani sira gevresel toksinlerin de
T2DM goriilme oranindaki artistan sorumlu olabilecegi diistiniilmektedir [99].
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2.6.3. Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM)

Gebelikle baglayan veya ilk kez gebelik sirasinda tani konulan glukoz
intoleransidir. Bu durum genellikle gebeligin ortalarinda ya da ge¢ gebelik doneminde
ortaya cikar ve terme kadar devam eder. Ortalama gebeliklerin %1-14’tine GDM tanisi
konulmaktadir ve gebelikteki diyabetlilerin %90°11 da GDM’liler olusturur. GDM’dan
korunmak igin gebeligin 24-28 haftalari arasinda test yapilmalidir [100]. GDM
dogumdan sonra kaybolsa da GDM’li kadmnlarin %30°u 7-10 yil i¢cinde diyabet veya
bozulmus glukoz intoleransi tanisi alir [101]. GDM’nin sonraki gebeliklerde tekrar
goriilme orani ilk trimesterdeki kiloya bagli olarak %60-90 arasindadir [102].

Normal bir gebeligin 6zellikle 2. trimesterinin sonlar1 ve 3. trimesterinde artan
insiilin direncinin dengelenmesi i¢in insiilin salgilanmasi artirilmakta ve normal glukoz
homeostazi korunmaya calisilmaktadir. Insiilin diizeyinin yeterli oranda artirilmadig
kadinlarda GDM gelismektedir. GDM i¢in risk faktorleri arasinda birinci derece
akrabalarda diyet Oykiisii, obezite, ileri anne yasi, glukoziiri ve bir dnceki gebelikte
makrozomi (>4.00 kg), polihidroamnios veya 6lii dogum olmasi bulunmaktadir [91].

2.6.3.1. Gestasyonel Diabetes Mellitusun Gebelige Etkileri

Diabetes mellitus gebelik boyunca en sik goriilen tibbi komplikasyonlardan
biridir. Gerek gebelikten Once fark edilmis asikar (overt) diyabetli hastalarda gerekse
GDM’li hastalarda goriilen anormal glukoz metabolizmasi, artan hipoksik stres ve
cesitli metabolik anomaliler nedeniyle fetiisiin hayatini tehlikeye sokabilir [17].

Annenin yagsamini tehdit etmeyen GDM 'nin maternal komplikasyonlar1 arasinda
sezeryan ile dogum oraninin artmasi (gebeligin son iki haftasinda fotal mortalitenin
artmasi nedeniyle bir¢cok diyabetik hastada, termden Once sezeryan ile dogum
sonlandirilir) ve kronik hipertansiyon bulunmaktadir. Bebekte hipokalsemi, hipoglisemi
ve makrozomi gibi neonatal morbidite insidansini arttirmaktadir. Maternal hiperglisemi
fetiisiin daha fazla insiilin salgilamasina neden olarak fotal biiyiimenin artmasina ve
makrozomiye neden olmaktadir. Fotal makrozomi, organlarin hem hiicre sayisindaki
artistan hem de hiicrelerin boyut olarak biiyiimesinden kaynaklanmaktadir. Diyabetik
anne fetiislerindeki hiperglisemi, maternal substrat artis1 ve fotal hiperinsiilinemi gibi
bircok faktore dayanan etkilerle fotal makrozomi ortaya c¢ikar. Ayrica insiilin
otoantikorunun da rolii vardir. Normalde insiilin plasentadan metabolik etki gosterecek
miktarlarda gecemez. Ancak insiilin otoantikoruna baglanan insiilin biiylik 6lciide
gecebilir ve bdylece fotal 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 degisimler
goriilmez [17, 103]. Tedavi perinatal morbidite ve mortaliteyi azalttig1 i¢in tan1 konmasi
onemlidir.

2.6.4. Diyabetik Plasenta

Diyabetik gebeliklerden elde edilen plasentalar, normal gebeliklere kiyasla daha
biiyiik, kalin ve pletorik (asir1 miktarda kan iceren) 6zelliktedir. Diyabetik plasentalarda
goriilen pletorik 6zelligin maternal hiperglisemi ve fotal hipervolemi ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir [5]. Hipervolemi ayni zamanda fazla miktarda kanin plasentaya
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tasindigini1 gosterir. Diyabetin iyi bir sekilde kontrol edildigi gebeliklerde ise bu
plasenta anomalileri en az sekilde izlenir.

Diyabetik gebeliklerden elde edilen plasentalar anatomik oldugu kadar histolojik
acidan da normal plasentalardan bazi noktalarda farkliliklar gosterir[17]. Diyabetik
gebeliklerin plasentalarinda en sik gozlenen anomali villoz immatiirite, yani villuslarin
tam olarak olgunlasmamasidir [5](Sekil 2.6.4.1). Vill6z immatiiritede terminal villus
sayisinda azalma meydana gelirken gebelik yasina bagli olarak immatiir intermediyet
villus sayisinda da artma gozlenir [13]. Ayrica sitotrofoblastik tabakanin devamliligi,
villoz immatiiritenin baska bir gdstergesi olup sitotrofoblastik hiicrelerde artan mitozda
immatiiritenin kaniti olarak gosterilebilir. Saglikli plasentalarda epidermal biiyiime
faktorii sitotrofoblastlarin sinsisyotrofoblasta farklanmasini uyarir. Diyabetik hastalarin
plasentalarinda epidermal biiyltime faktorii reseptoriinde transkript ve protein diizeyinde
azalmanin gozlenmesi sitotrofoblastlarin farklanmaktan ziyade c¢ogalmasina neden
olabilir. Dolayisiyla plasental villuslarda sitotrofoblastlardan zengin daha biiyiik
plasentalar gozlenir [103, 104]. Tim bu bilgilerin 1s1¢inda diyabetik gebeliklerin
%40’inda plasental maturasyon gebelik haftasina uygun iken %60 plasentada
immatiirite vardir [5]. Ani fotal 6liim olgularinda plasental histolojik degerlendirmelere
bakildiginda belirgin villz immatiirite géze ¢arpar [105]. Villoz immatiirite, intervilloz
boslukla fotal kapilerlerin arasindaki diflizyon mesafesini artirarak kronik fotal
hipoksiye yol agmaktadir [106].
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Sekil 2.6.4.1. Diyabetik plasentada fokal (odak) immatiirite ve villus 6demi. Ayrica 6demli villuslarda
bulunan Hofbauer hiicreleri dikkat ¢ekmektedir [17].

2.7. Hipotez

Klinikte siklikla goriilen, diyabetin etkin oldugu plasenta patolojilerinde
Syncytin proteinlerinin varlig1 ve etkileri hakkinda bilgimiz yok denecek kadar azdir.
Bu molekiillerin, gebeligin erken donemlerinde, termde ve patolojik plasentalardaki
ekspresyonlar1 ve gorevleri hakkinda bilgi eksikligini gidermek i¢in konunun detayli
arastirtlmasi gerektigi kanisina varildi.

Insan plasentasinin  gelisiminde, trofoblast  hiicrelerinin  farklilagmas1
diizenleyici ve yoOnlendirici proteinler tarafindan saglanir. Retroviral kilif
glikoproteinlerinden olan Syncytin 1 ve 2, Syncytin 1 reseptorii ASCT2 ve Syncytin
2’nin reseptorii olan MFSD?2 bu islevlerde rol oynayabilir.
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Bu baglamda hipotezimiz; normal plasenta villus tiplerinde ve diyabetik
plasentada, Syncytin 1 , Syncytin 2 ve onlarin reseptorleri SLC1AS5 (Syncytin 1) ve
MFSD2 (Syncytin 2) farkli ekspresyon gosterir.

Hipotezimize dayali olarak bu ¢alismanin amaci, erken dénem, term normal ve
diyabetik term insan plasenta Orneklerinde, retroviral proteinler olan Syncytin 1,
Syncytin 2 ile onlarin reseptorleri olan SLC1AS (Syncytin 1) ve MFSD2 (Syncytin 2)
ekspresyonunu arastirmak ve muhtemel gorevleri hakkinda yaklasimda bulunmaktir.
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GEREC ve YONTEM

3.1. Dokularin AliInmasi ve Hazirlanmasi

Klinik olarak Gestasyonel Diabetes Mellitus (GDM) teshisi konulan gebelerin
(n=6) ve herhangi bir komplikasyon saptanmayan gebelerin (kontrol grubu) termdeki
plasentalar1 (n=4) sezeryan ile alindi. Gebeligin birinci trimesterine ait kiiretaj dokular1
(n=12), istege bagli ve yasal olarak sonlandirilmis gebeliklerin plasentalarindan elde
edildi. Calismada kullanilan Gestasyonel Diyabetik term plasenta, kontrol term plasenta
ve birinci trimester kiiretaj plasenta dokulari, Antalya Egitim ve Arastirma Hastanesi,
Akdeniz Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimleri ve baz1 &zel
kliniklerin destegi ile saglandi. Hastalardan aydinlatilmis onam formu alindi. Akdeniz
Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis proje kapsaminda ¢alisma
yapildi. Gebelik haftasinin belirlenmesi i¢in hastanin son menstruasyon tarihi ve
ultrason verileri kullanildu.

Sezeryan ile elde edilen term plasenta 6rnekleri dogumdan hemen sonra buz
kaliplar1 arasinda laboratuvara getirildi. Plasentanin fazla kanindan arindirilmasi i¢in
umbilikal arterlere kateter ile serum fizyolojik (SF) enjeksiyonu yapildi ve plasenta
dolagimi umbilikal venle tamamlanarak kani uzaklastirildi. Erken donem kiiretaj
materyalleri ise i¢inde SF bulunan steril kaplar ile buz {izerinde laboratuvara getirildi.
Desidua ve plasenta kisimlar1 Stereo mikroskop (Zeiss Stemi SV 11) altinda ayristirildi.
Plasental doku 6rnekleri SF ile fazla kanindan uzaklastirildiktan sonra asagida belirtilen
islemler gerceklestirildi:

1. Dokularin bir kismi immiinohistokimyasal inceleme i¢in rutin 151k mikroskopi
takibinden sonra parafine gomiildii

2. Bir kisim doku Western- Blot metodu i¢in siv1 nitrojene (-196°C) alind1

3. Bir kisim doku da elektron mikroskop incelemeleri i¢in rutin takibe alindi.

3.1.1. Parafine Gomme Islemi i¢cin Doku Takibi

Diyabetik ve normal term plasenta drnekleri ile kiiretaj materyallerinden alinan
erken donem plasenta dokular1 ve term plasenta Ornekleri %10°luk noétral Formalin
(%4°likk Formaldehid) fiksatifi i¢ine alinarak 24 saat, kiiretaj materyalleri ise 16 saat
tespit (fikse) edildi. Tespitten sonra, dokular 2 saat akan gesme suyu ile yikandi.
Ardindan, dokular sirasiyla %70, %80, %9011k etil alkolde 24 er saat ve %100’liik etil
alkolde 3 saat tutularak sudan kurtarma (dehidrasyon) islemi gerceklestirildi. Ksilol
icinde li¢ defa ikiser dakika bekletilerek seffaflastirildi. 56 0 C’ye ayarli etiivde, 6rnekler
parafin serilerinden gecirilerek parafin bloklar hazirlandi.

3.1.2. Elektron Mikroskop Incelemeleri icin Doku Takibi

TEM takibi yapilmak {izere alinan dokular canlidaki durumuna en yakin sekilde
korumak amaciyla %4’lik Gluteraldehit ile +4 Cde 2 saat tespit edildi. Dokular tespit
soliisyonuna alindiktan yaklasik 30 dakika sonra 1 mm? hacminde parcalara ayrildi.
Ardindan dokular 0.1 M Soérensen Fosfat Tamponu (SFT) ile 3 kez onar dakika yikandi,
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fazla fiksatifin dokudan uzaklastirilmas: saglandi. Dokular Ozmiyum tetraoksit (OsOy)
ile ikinci kez tespit edildi (¢ift fiksasyon). Tekrar SFT ile yikandi ve +4 °C’de sirasiyla
%30, %50 ve %70’lik artan etil alkol serilerinden 3’er kere onar dakika ara ile
gecirilerek dehidrate edildi. Sonra dokular %1°lik uranil asetat soltisyonunda +4 °C’de 1
saat tutuldu. Ardindan sirasiyla %380, %90, %96 ve %100’lik alkol serilerinden
gecirilerek dehidratasyon iglemi tamamlandi. Dehidratasyondan sonra, propilen oksitte
2 kere onar dakika, ardindan I.Araldit-Propilen Oksit karistminda (1:1), oda 1sisinda en
az 4 saat rotatorda inkiibe edildi. Daha sonra plasenta 6rnekleri 1. Araldit ile oda 1sinda,
rotatorda gece boyu inkiibe edildi ve ertesi giin kiiglik kapsiiller i¢inde 1. Araldit ile
birlikte gomiildii. 60 °C’ye ayarli etiivde 48 saat polimerizasyon igin birakildi. 48 saat
sonunda elde edilen bloklardan ultramikrotomda kalin kesitler alinip toluidin mavisi ile
boyandi. incelenecek alan belirlendikten sonra 70 nm.’lik ince kesitler alind1. Uranil
asetat-Kursun sitrat ile zit boyamasi yapildiktan sonra, kesitler Leo 906E TEM
(gecirimli elektron mikroskobu) ile incelenerek elektronmikrograflar elde edildi.

SEM takibi yapilmak {izere aliman dokular ayni rutin yontemle OsOy ile ¢ift
tespit basamagina kadar getirildi. SFT ile yikand1 ve +4 °C’de sirastyla %30, %50,
%70, %80, %90 ve %100’lik artan alkol serilerinden 3 kere onar dakika gecirilerek
dehidrate edildi. Total doku, asetonun artan oranlar1 kullanilarak saf aseton asamasina
getirildi; daha sonra 32°C’de kritik nokta kurutmasi yapildi, elde edilen doku érnekleri
stuplara yapistirildi, altin paladyum ile kaplandi ve Zeiss Leo 1430 SEM mikroskobu ile
incelendi.

3.1.3. Western Blot Teknigi Icin Doku Hazirlanmasi

Doku toplama sirasinda kriyotiipler i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-196°C)
muhafaza edilen plasenta Orneklerinin Oncelikle bisturi yardimiyla mekanik olarak
par¢alanmas1 saglandi. Parcalanan doku Ornekleri uygun tiiplere alinarak agirliklari
tartildi. 0,2 gr. doku bagina 600 pl. lizis tamponu ve 10 pl. proteaz inhibitér kokteyli
olacak sekilde hesaplanarak dokunun i¢inde bulundugu tiiplere lizis tamponu ve proteaz
inhibitér kokteyli eklendi. Dokular vortekslendi ve sonikatdr yardimiyla orneklerin
lyice parcalanmasi gergeklestirilerek orneklerin homojen bir bi¢imde lizise ugramasi
saglandi. 15.000 g’de 10 dakika +4°C’de santriflij edildi. Siipernatantlar alinip pellet
kismu saklanarak lizatlar hazirlandi. Hazirlanan lizatlar -20°C de muhafaza edildi.

3.2. Immunohistokimya Yéntemi

Insan diyabetik term plasenta, insan normal term plasenta ve birinci trimester
kiiretaj materyallerinde; Syncytin 1 (SU alt initesine 6zgii), Syncytin 2, SLC1A5
(Syncytin 1 reseptorii) ve MFSD2 (Syncytin 2 reseptorii) proteinlerinin varligini
gostermek amaciyla uygulandi. Ayrica, mezensim kdkenli yapilar i¢in belirteg olarak
vimentin, trofoblastik hiicreler i¢in belirtec olarak sitokeratin-7 kullanildi.
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Kullanilan Soliisyonlar:

= 10 X TBS (Tris Buffered Saline- Tris tamponlu tuz) Stok Soliisyonu:

12,1 gr Tris Base (#H5131; Promega)

40 gr NaCl (#1.06404.1000; Merck)
Yukaridaki kimyasallar 500 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH’s1 7.6’ya ayarlandi.

1 X TBS soliisyonu hazirlamak icin;

100 ml 10X TBS stok soliisyonundan alindi, distile su ile 1000 ml’ye
tamamlandi.

= Tris-EDTA Buffer (Tris-EDTA tamponlu soliisyon):

1,21 gr Tris (#1.08387.2500; Merck)

0,37 gr Ethylenediaminetetraacedic Acid (EDTA) (#E-5134; Sigma)
Yukaridaki kimyasallar 1L. distile su igerisinde ¢oziildii ve pH’s1 9.0’a ayarlandiktan
sonra 0,5 ml. Tween 20 (#8.22184.0500; Merck) ilave edildi.

*  %3’liikk H,O; Soliisyonu:
91,5 ml. Metanol (#1.06009.2500; Merck) ve 8,5 ml. %35 H,0, (1.07961.0100;
Merck) eklenerek sale i¢erisinde hazirlandi.

» Bloklama Soliisyonu: Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo Scientific/LabVision)

* Antikor Diliient Soliisyonu : Ultra Antibody Diluent (#TA-125-UD; Thermo
Scientific/Lab Vision)

= Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Streptavidin Horseradish peroxidase (HRP)
(#TS-125-HR; Thermo Scientific/LabVision)

= Kromojen: Diaminobenzidine tablets (#D4168; Sigma)

* Mayer’in Hematoksileni: Mayer’s Hematoxylin (#1.09249.1000; Merck)
= Kapatma Soliisyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck)

Gozlem:

» Isik mikroskobu: Zeiss Axioplan

Immunohistokimyasal incelemeler i¢in kullanilacak olan plasenta doku
bloklarindan alman 5 pm. kalinligindaki kesitler superfrost-manyetik olarak statik
lamlar iizerine alindi. Kesitler gece boyu 56 C’lik etiivde inkiibe edildi. Kesitler iki
defa beser dakika ara ile ksilolde bekletilerek parafinden kurtarildi. Daha sonra derecesi
azalan alkol serilerinde beser dakika tutularak (%100, %90, %80 ve %70) hidrate edildi
(suya indirildi) ve son olarak distile suya alindi. Taze hazirlanan Tris-EDTA tampon
soliisyonu ile 750 W’da ii¢ kez yediser dakika kaynatilan kesitlerin mikrodalga
isinimimna  maruz  birakilarak epitoplarin  agiga ¢ikmasi saglandi. Mikrodalga
uygulamasindan sonra oda 1sisinda 20 dakika sogutmanin ardindan kesitler ti¢ kez beser
dakika distile su ile yikandi. Ardindan endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
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kaldirmak i¢in %3'liik hidrojen peroksit ile 25 dakika inkiibe edildi. Daha sonra 1X
TBS'te lic kez beser dakika yikanan kesitlerdeki doku alanlarinin etrafi hidrofobik
kalemle ¢izildi. Ozgiil olmayan baglanmalar1 engellemek icin bloklama soliisyonu
dokularin iizerine damlatilip, alti dakika oda 1sinda bekletildi. Bloklamanin ardindan
yikama yapilmadan primer antikorlarla (Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1AS5, MFSD2,
vimetin ve sitokeratin-7) gece boyu +4 °C’de inkiibe edildi. Primer antikor ile
inkiibasyonun ardindan 1X TBS ile ii¢ kez beser dakika silireyle yikanip, biyotinli
sekonder antikorlar ile 30 dakika 25 °C etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra iig
defa beser dakika 1X TBS ile yikandiktan sonra streptavidin-peroksidaz kompleksi ile
30 dakika 25 °C etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyonu takip eden ii¢ kez beser dakika 1X
TBS ile yikamanin ardindan DAB (Diaminobenzidin) substrati verilerek enzim substrat
iliskisi sonucunda olusacak olan {iriin kahverengi renk olarak gozlendi. Mayer'in
hematoksileninde zit boyama yapildi. Ornekler daha sonra artan alkol serilerinden
gegirilerek dehidrate (sudan kurtarma) edildi, ksilolden gecirildi, akabinde Kesitler
entellan ile kapatildi. Isik mikroskobu diizeyinde plasental kesitlerde Syncytin 1 (SU-
yiizey alt tinitesine ait antikor), Syncytin 2, SLC1A5, MFSD2, vimentin ve sitokeratin-7
proteinlerinin dagilimlar1 ve immunoreaktivite dereceleri Image J  programi
kullanilarak tespit edildi ve fotograflandirildu.

Cizelge 3.2.1. Immiinohistokimya deneyinde kullanilan primer antikorlar, uygun diliisyonlar1 ve
sekonder antikorlar.

PRIMER | KATALOG |DILUSYON | SEKONDER
ANTIKOR NO ANTIKOR
Syncytin 1 #sc-50369 1/200 # BA-1000
(HERV-W) Santa Cruz, Vector
Biotechnology Laboratories
Inc.
Syncytin 2 | #HPA011812 1/50 # BA-1000
(HERV- Sigma- Vector
FRD) Aldrich, Laboratories
Prestige
Antibodies
SLC1A5 # ab58690 1/100 # BA-1000
Abcam Vector
Laboratories
MFSD2 #sc-135305 1/200 # BA-1000
Santa Cruz, Vector
Biotechnology Laboratories
Inc.
Sitokeratin-7 #M7018 1/100 # BA-2000
Dako Vector
Laboratories
Vimentin # ab92547 1/400 # BA-1000
Abcam Vector
Laboratories
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3.3. Elektron Mikroskop Incelemeleri

Klinik olarak diyabet tanisi1 konulmus gebeliklerden elde edilen term
plasentalarin ince (ultrastriiktiir) yapisinin elektron mikroskop incelemeleri (TEM-SEM)
ile ortaya konulmasi, kontrol term plasenta ile farklarinin incelenmesi ve ek olarak
birinci trimester plasenta Orneklerinde ince (ultrastriiktiir) yapinin incelenmesi
amagclanmustir.

Kullanilan Soliisyonlar:

= 0,2 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT):

13,6 gr Kalium Dihidrojen Fosfat (#1.04873.1000; Merck) 500 ml bidistile su
icersinde ¢oziildii (A soliisyonu).

14,2 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (#7558-79-3; A.D.R.) 500 ml bisdistile su
igerisinde ¢oziildii (B soliisyonu).

Ardindan 1L’lik balon jojede A ve B soliisyonlar1 karistirildi, pH 7,3 olacak
sekilde ayarlandi.

0.1 M Sorensen Fosfat Tamponu (SFT):
0,2 M SFT stok soliisyonu 1:1 oraninda bidistile su ile diliie edilerek hazirlandi.

. %4’liik Gluteraldehit: %25’lik stok Gluteraldehit (#1640; Electron Microscopy
Sciences)’den 16 ml alinip, 84 ml 0,1 M SFT eklenerek hazirlandi.

=  Ozmiyum Tetroksit (OsOy): (#0004/1, 10X100 mg;TAAB)

*  Uranil Asetat:
1 gr Uranil Asetat (#2216688; Merck), 100 ml %75’lik etil alkol icersinde

¢Oziilerek hazirlandi.
=  Propilen Oksit (#P021; TAAB)

= Araldit Ana Karisim:
-91 ml Araldit CY 212 (#E006; TAAB)
-84 ml DDSA (Dodecenyl Succinic Anhydride, #D025; TAAB)

= 1. Araldit:
- 50 ml Araldit Ana Karisimi
- 1 ml BDMA (Benzyldimethylamine, #11400; EMS)

= %71’lik Toluidin Mavisi
- 1 gr Toluidin Mavisi (Merck)
- 1 gr Boraks (Merck)

= Ultramikrotom: UCT125 Leica Ultramicrotome.
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Gozlem:

»  Gecirimli Elektron Mikroskobu: Zeiss Leo-906E TEM, Zeiss Leo 1430 SEM.

3.4. SDS- Poliakrilamid Jel Elektroforezi ve immun Blot

Insan diyabetik term plasenta, insan normal term plasenta ve birinci trimester
kiiretaj materyallerinde; Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1AS (Syncytin 1 reseptorii) ve
MFSD2 (Syncytin 2 reseptoril) proteinlerinin ekspresyon miktarlarini belirlemek ve
semikantitatif olarak protein seviyelerini karsilastirmak amaciyla uygulandi.

Kullanilan Soliisyonlar:

=  Lizis Tampon Soliisyonu (Lysis Buffer):

0,1 M Tris

0,6 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml bidistile suda ¢ozildi. pH 7.4’
ayarlandi. Son hacim bidistile su ile 50 ml’ye tamamlandi.

Sodyum-ortohovanadate

0.184 gr Na-orthovanadate (#L4390; Sigma), 10 ml Tris (pH 10) (0.1M
tris:0.6gr/50ml) ile ates tlizerinde ¢oziildii.

Lizis tamponunu hazirlamak igin ise 10 ml 0.1M Tris (pH 7.4), 90ml bidistile su,
1 ml Na-orthovanadate karigitirildi. Ardindan soliisyona 1 gr SDS (American
Bioanalytical; cat# AB0101920) eklendi ve lizis tamponu elde edildi.

* Proteaz inhibitor kokteyli (#P8340; Sigma)

» 9630 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu:
15,4gr 37.5:1 oranindaki akrilamid- bisakrilamid (#161-01-25; BioRad) 40 ml
bidistile su igerisinde ¢oziildii.

= AXtris-HCL/SDS, pH 8.8:

18.15 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii
pH 8.8’e ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’e tamamlandi. Son
olarak 0.4 gr SDS eklendi.

= AXtris-HCI/SDS, pH 6.8:

6.05 gr Tris (#1.08387.2500; Merck) 40 ml distile su igerisinde ¢ozildi. pH
6.8’e ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’e tamamlandi. Son
olarak 0.4 gr SDS eklendi.

*  %10’luk Amonyum-persiilfat (APS):
0,1 grtoz APS (#7727-54; Amresco) , 1 ml distile su igerisinde ¢6ziildii.

= N,N,N"",N"""-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (#T-7024; Sigma)
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" %10’luk Tris-HCI Jel:

Ayristirict (Seperating) Jel:

5,00 ml %30 akrilamid-bisakrilamid

3,75 ml 4Xtris-HCL/SDS, pH 8.8

6,25 ml bidistile su
Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’lik Falcon tiiptinde karistirild1 ve pipetleyerek
karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan;

0,05 ml %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)

0,01 ml TEMED
Soliisyonlar1 eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapildi ve jel karisimi 2 cam plaka
arasina dokiildii. Yaklasik 45 dakika oda 1sisinda donmaya birakildi.

Toplayici (Stacking) Jel:

650 ul %30 akrilamid-bisakrilamid

1250 pl 4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8

3050 pl bidistile su
Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’lik Falcon tiiplinde karistirildi ve pipetleyerek
karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan;

25 ul %10’luk Amonyum-persiilfat (APS)

5 ul TEMED
Soliisyonlar1 eklendi. Seri bir sekilde pipetleme yapild1 ve jel karisimi 2 cam plaka
arasina dokiildii. Yaklasik 45 dakika oda 1s1sinda donmaya birakilda.

= 5X Elektroforez yiiriitme soliisyonu:

9 gr Tris (#1.08387.2500; Merck)

43.2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck)

3gr SDS (#161-0301; BioRad)
600 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH 8,3-8,6’da olmalidir.

1X Elektroforez yiiriitme soliisyonu;

5X stok soliisyondan 140 ml alindi ve 560 ml distile su ile 700 ml’ye
tamamlandi.

* Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer):

3 gr Tris (#1.08387.2500; Merck)

14.3 gr glisin (#5.00190.1000; Merck)
800 ml distile su icerisinde ¢oziildii. pH 7.8-8 arasinda olmalidir. Soliisyona daha sonra
200 ml metanol (#1.06009.2500; Merck) eklendi. +4 °C’de sogutularak kullamildi.

= 10 X Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffered Saline-TBS) Soliisyonu:

60.55 gr Tris (#1.08387.2500; Merck)

87.66 gr NaCl (#1.06404.1000; Merck)
800 ml distile suda ¢Ozdiiriiliir. pH 7.4’e ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml olacak
sekilde distile su ile tamamlandi.

1X Tris Tamponlu (Tris Buffered Saline)-Tween 20 (TBS-T) Soliisyonu:

100 ml 10X TBS soliisyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X TBS hazirlandi.
Daha sonra 1L’¢ 1X TBS’e 1 ml Tween 20 (#8.22184.0500; Merck) eklenerek TBS-T
calisma soliisyonu elde edildi.
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* Bloklama Soliisyonu: %5’lik siit tozu
5 gr. siit tozu (#170-6404; BioRad) 100 ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek
hazirlandi.

*  Chemiluminescent soliisyonu (#34080T ; Pierce). Luminol/gelistirici soliisyon ve
sabitleme soliisyonu 1:1 oraninda karistirilarak hazirlandi.

* Membran Soyma (Stripping) Soliisyonu (#46430; Thermo Scientific)

= Gelistirme (Developer) Soliisyonu:
100 ml gelistirme soliisyonuna (#175 7314; Liford)

900 ml distile su eklenerek hazirlanda.

=  Sabitleme (Fiksatif) Soliisyonu:
50 ml sabitleme soliisyonuna (#1984565; Liford)
450 ml distile su eklenerek hazirlandi.

Calisilacak olan Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1A5, MFSD?2 ve internal kontrol
olarak kullanilan Beta aktin proteinlerinin kilo dalton agirliklar1 dikkate alinarak
%10’luk Tris-HCI jeli hazirlandi. Her bir 6rnekte esit miktarda protein olacak sekilde,
bidistile su, 6rnek ve laemmli soliisyonu (Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis
Reagent, Sigma, Katalog No: S-3401 ) oranlari ile esitlenen 6rnekler 5 dakika 100 °C
suda kaynatildi. Her kuyucuga 20 mikrolitre 6rnek, protein miktarlar esit olacak sekilde
yiiklenerek Protean Tetra Cell, Mini Trans Blot Modiil (# 165-8033; Biorad) tankinin
icine yerlestirildi. “Yiriitme sollisyonu” eklenerek tank giic kaynagina baglandi.
Proteinler gii¢ kaynagi araciligi ile 80 Voltta 120-150 dakika elektroforez edildi.

Elektroforezin ardindan, jeldeki proteinlerin, PVDF (polivinilidin difloriir)
membrana (#162-0177; Biorad) ge¢mesi i¢in immunoblotlama yapildi. Bu asamada
PVDF membran, iistte ve altta {icer adet filtre kagidi1 ve birer adet siinger olacak sekilde
sandvi¢ bi¢iminde hazirlandi. Jelde yliriitiilen proteinler, hazirlanan sandvigte PVDF
membranin {izerine alinarak tekrar mini protean III sistemindeki tank icerisine alindi.
Protean Tetra Cell, Mini Trans Blot Modiil tankina “transfer soliisyonu” eklenerek +4
°C’de gece boyu proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin PVDF
membrana transferinden sonra, membran oda 1sinda TBS-T soliisyonu ile yikandi.
Ardindan yine TBS-T ile hazirlanan bloklama soliisyonu (%5’ lik yagsiz kuru siit tozu)
ile oda 1sisinda 1 saat bloklandi. Membranlar, Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1A5, MFSD2
ve Beta aktin primer antikorlar1 ile gece boyu, +4 OC>de, karistirici iizerinde inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda, oda sistnda TBS-T ile 30 dakika boyunca beser dakikada
bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membranlar, HRP-konjuge anti-
tavsan IgG (Vector) sekonder antikor (Syncytin 1, Syncytin 2, SLC1AS5 ve MFSD2
icin) ve anti-fare IgG (Vector) sekonder antikorlar1 (Beta aktin i¢in ) ile oda
sicakliginda, karistirict {izerinde 45 dakika inkiibe edildi (Cizelge 3.4.1). Inkiibasyonun
ardindan tekrar TBS-T ile 30 dakika boyunca beser dakikada bir TBS-T soliisyonu
yenilenerek yikama yapildi. Membranlar SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP
substrat sistemi (Pierce cat#34080T) ile 5 dakika inkiibe edildikten sonra karanlik oda
igerisinde filme (Amersham Hyperfilm TM ECL 18X24 cm) aktarildi. Goriintiileme
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amaciyla film, gelistirici (Liford #175 7314) ve tespit (Liford#1984565)
soliisyonlarindan gecirildi ve distile su ile yikanip kurutuldu.
Cizelge 3.4.1. Western blot deneyinde kullanilan primer ve sekonder antikorlar.
PRIMER KATALOG | DILUSYON | SEKONDER
ANTIKOR NO ANTIKOR
Syncytin 1 #sc-50369 1/200 # P1-1000
(HERV-W) Santa Cruz, (%5’lik stit Vector
Biotechnology tozu ile Laboratories
Inc. hazirlandi)
Syncytin 2 #HPA011812 1/200 # P1-1000
(HERV-FRD) Sigma- (%2,5’luk st Vector
Aldrich, tozu ile Laboratories
Prestige hazirlandr)
Antibodies
SLC1A5 # ab58690 1/200 # P1-1000
Abcam (%5°1ik siit Vector
tozu ile Laboratories
hazirland1)
MFSD?2 #sc-135305 1/200 # P1-1000
Santa Cruz, (%5’lik stit Vector
Biotechnology tozu ile Laboratories
Inc. hazirlandi)
Beta Aktin #sc-47778 1/5000 #P1-2000
Santa Cruz, (%5’lik stit Vector
Biotechnology tozu ile Laboratories
Inc. hazirlandr)
3.5. Istatiksel Analiz

Deney gruplarina ait immiinohistokimyasal boyanma yogunluklar1 ve western blot
bantlarin yogunluklar1 Image J programi kullanilarak analiz edildi. Elde edilen verilere
SigmasStat 3.5 programi kullanilarak Student t-test testi uygulandi ve gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark olup olmadigi belirlendi. p<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Diyabetik term plasenta sonuglar1 ve birinci
trimester kiiretaj materyali sonuglari, kontrol term plasenta ile karsilastirarak
degerlendirildi.
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BULGULAR

Gebeligin erken donemi ve termdeki normal plasenta dokulart ile gestasyonel
diyabetik term plasenta dokulari rutin 151k mikroskobu, immiinohistokimya, western
blot ve elektron mikroskop (SEM ve TEM) teknikleri ile incelendi.

3.1. Rutin Isik Mikroskobik inceleme Bulgular

Diyabetik term plasenta Orneklerinin 151k mikroskobu ile degerlendirmesi
sonucunda, kontrol term plasentalara kiyasla diyabetik plasentalarda intervilloz ve
perivilloz fibrinoid yapilarmin arttigi ve ek olarak diyabetik plasentalarm, kontrol
plasentalara oranla daha 6demli oldugu izlendi (Sekil 3.1.1).

Sekil 3.1.1. Hematoksilen ve eozin (HE) ile boyanmis kontrol ve diyabetik term plasenta 6rnekleri. a-
b:kontrol term plasenta; c-d: diyabetik term plasenta. Oklar intervilloz ve perivilléz fibrinoid
birikimlerini gostermektedir. DV: demirleyici villus; KV: kok villus; AE: amniyon epiteli. a
ve ¢: X2,5, b,d ve inset :X10.
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3.2 immiinohistokimya Bulgulari

3.2.1. Syncytin 1 immiin Boyanmalari

Erken donem plasenta Orneklerinde Syncytin 1 ekspresyonunun villuslarin
sinsisyotrofoblast tabakasinda ve sitotrofoblast hiicrelerinde degisen yogunlukta
reaksiyon verdigi goriildii. Bazi stromal hiicreler ve olugsmakta olan fotal kan damarlari
ile hematopoetik hiicrelerde Syncytin 1 immiin pozitifti (Sekil 3.2.1.1).

asenta
Wi

LI | | (N
Sekil 3.2.1.1. Erken donem plasenta 6rneklerinde Syncytin 1 immiin boyanmasi. a:28 giinlilk plasenta;

b:37 giinliik plasenta; c:39 giinliikk plasenta; d:45 giinliik plasenta, e: Negatif kontrol. Cift

oklar sinsisyotrofoblast tabakasini, tek ok sitotrofoblast hiicrelerini, ok baglari stroma
hiicrelerini gostermektedir. a, ¢ ve e: X40, b ve d: X20.
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Normal term plasentalarda Syncytin 1 ekspresyonu villuslarin sinsisyotrofoblast
tabakasinda farkli yogunluklarda, degisken olarak goriildi (Sekil 3.2.1.2.a,b). Villus
stromasinda bulunan bazi hiicrelerde yogun sekilde, sitoplazmik reaksiyon dikkat c¢ekti
(Sekil 3.2.1.2.b). Damar endotelinde ise orta siddette immiin boyanma gorildii (Sekil
3.2.1.2.a,b,). Farkli villus tipleri agisindan immiin boyanma yoniinden herhangi bir
farklilik gozlenmedi.

Diyabetik term plasentalarda Syncytin 1 reaksiyonu kontrol ile benzer boyanma
gosterdi. Sinsisyotrofoblast tabakasinda ortadan yoguna kadar degisen siddette
reaksiyon ile bazi stromal hiicrelerin giiclii sitoplazmik reaksiyon gosterdikleri izlendi.

Damar endoteli ise diyabetik plasenta 6rneklerinde immiin reaksiyon gostermedi (Sekil
3.2.1.2.c,d).

Kontrol Term Plasenta

Dlyabetlk Term Plasenta

Sekil 3.2.1.2. Kontrol ve diyabetik term plasentada Syncytin 1 immiin boyanmalari. a-b: kontrol term
plasenta; c-d: diyabetik term plasenta ve e: negatif kontrol. Oklar sinsisyotrofoblast
tabakasini, ok baslar1 ise stromal hiicreleri gostermektedir. KV: kok (stem) villus; MIV:
olgun intermediyet villus (matiir intermediyet villus); TV; terminal villus. a-c: X10, b-d ve
e:X40.
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3.2.2. SLC1A5 Immiin Boyanmalari

Erken donem plasenta Orneklerinde SLCIAS (Syncytin 1’in reseptorii)
ekspresyonu villuslarin sinsisyotrofoblastlarinda ve sitotrofoblast hiicrelerinde gebelik
haftasina gore degisen yogunlukta izlendi. 5-6-7 ve 8 haftalik plasenta 6rneklerinde
sinsisyotrofoblast tabakasinda gii¢lii immiin boyanma goriildii. Ayrica bazi stromal
hiicreler, hematopoetik hiicreler ve damar endotelinde orta siddette immiin reaksiyon
vardr (Sekil 3.2.2.1.a-f).

Erken Donem (1. Trimester) Plasenta
3 b e

Sekil 3.2.2.1.  Erken donem plasenta drneklerinde SLC1AS immiin boyanmasi. a 28 giinliik plasenta;
b:35 giinliik plasenta; c:37 giinliik plasenta; d:45 giinliik plasenta, e:49 giinliik plasenta;
f:52 giinliik plasenta ve a-inset: negatif kontrol. Cift oklar sinsisyotrofoblast tabakasini,
tek ok sitotrofoblast hiicrelerini, ok baslari stromal hiicreleri, yildiz ise damar yapilarini
gostermektedir. a-b-d-e ve f: X40, ¢:X20.
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Kontrol term plasentalarda SLC1AS reaksiyonu villuslarin sinsisyotrofoblast
tabakasinda orta siddette immiin boyanma seklinde goriildii. Stromanin bazi
hiicrelerinde yogun siddette sitoplazmik reaksiyon izlendi. Bazi endotel hiicreleri
pozitifti (Sekil 3.2.2.2.a-c). Tiim villus tiplerinde benzer reaksiyon paterni goriildii.

Diyabetik term plasentalarda ise kontrol plasentalarla benzer SLC1A5 immiin
reaksiyon goriildii. Sinsisyotrofoblast tabakasinda ve bazi stromal hiicrelerde orta
siddette immiin reaksiyon izlendi (Sekil 3.2.2.2. d-f).

nta Diyabetik Term Plasenta

Sekil 3.2.2.2. Kontrol ve diyabetik term plasenta SLC1A5 immiin boyanmalari. a-c: normal term
plasenta; d-f: diyabetik term plasenta ve g: negatif kontrol. Oklar sinsisyotrofoblast
tabakasini, ok baslar1 ise stromal hiicreleri gostermektedir. KV: kdk (stem) villus; MIV:
olgun intermediyet villus (matiir intermediyet villus); TV: terminal villus. a ve d: X10, b,
c, e, fve g:X40.
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3.2.3. Syncytin 2 Immiin Boyanmalar1

Erken donem plasenta Orneklerinde Syncytin 2 boyanmasi villuslarin
sinsisyotrofoblastlarinda ve sitotrofoblast hiicrelerinde yogun siddette sitoplazmik
olarak goriildii. Farkli haftalara ait plasenta Orneklerinde reaksiyon sitotrofoblast
hiicrelerinde artmis olarak ya da (Sekil 3.2.3.1.b) bazi haftalarda sinsisyotrofoblast
tabakasimnin apikalinde yogun olarak (Sekil 3.2.3.1.d) izlendi (Sekil 3.2.3.1.b). Bazi
stromal hiicreler, fotal hematopoetik hiicreler ve damar endoteli pozitifti (Sekil
3.2.3.1.a-d).

Erken Donem (1. Trlmester Plasenta)
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Sekil 3.2.3.1. Erken dénem (1. Trimester) plasenta 6rneklerinde Syncytin 2 immiin boyanmasi. a: 28
giinlilk plasenta; b:30 giinliik plasenta; c:45 giinliik plasenta; d:52 giinliikk plasenta, e:
negatif kontrol. Cift oklar sinsisyotrofoblast tabakasini, tek ok sitotrofoblast hiicrelerini,
yildiz damar yapilarini, ok baslart stromal hiicreleri gostermektedir. a-e: X40.
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Normal term plasentalarda Syncytin 2 ekspresyonu, villuslarin sinsisyotrofoblast
tabakasinda siddetli immiin reaksiyon seklinde goriildii. Bazi stroma hiicrelerinde ve
endotel hiicrelerinde zayif reaksiyon dikkat ¢ekti. Farkli villus tipleri agisindan immiin
boyanma paterninde herhangi bir farklilik gozlenmedi (Sekil 3.2.3.2. a,b,c).

Diyabetik plasenta Orneklerinde kontrol plasenta ile genel olarak benzer
Syncytin 2 reaksiyonu izlenmesiyle birlikte, farkli olarak sinsisyotrofoblast tabakasinda
azalan immiinoreaksiyon dikkat ¢ekti. Stromada bulunan hiicrelerde de reaksiyon yok
denilecek kadar azdi (Sekil 3.2.3.2. d,e.f).
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nta

Sekil 3.2.3.2. Normal ve diyabetik term plasenta Syncytin 2 immiin boyanmalari. a-c: normal term
plasenta; d-f: diyabetik term plasenta ve g: negatif kontrol. Oklar sinsisyotrofoblast
tabakasini, ok baslar1 ise stromal hiicreleri gostermektedir. KV: kok (stem) villus; MIV:
olgun intermediyet villus (matiir intermediyet villus); TV: terminal villus. a ve d: X10, b
ve e: X20, c ve f:X40.
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3.2.4. MFSD2 Immiin Boyanmalari
Erken donem plasenta drneklerinde MFSD2 (Syncytin 2’nin reseptorii) immiin

reaksiyonu, villusun trofoblastik tabakalarinda degisen siddetlerde go6zlendi. Bazi
stroma hiicreleri ve fetal hematopoetik hiicreler immiin pozitifti. Damar endoteli immiin

reaksiyon gostermedi (Sekil 3.2.4.1).

Erken Donem (1. Trimester) Plasenta
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Erken dénem (1. Trimester) plasenta orneklerinde MFSD2 immiin boyanmasi. a:37

giinliik plasenta; b:42 giinliik plasenta, c49 giinliik plasenta; d:64 giinlik plasenta;
e:negatif kontrol. Cift oklar sinsisyotrofoblast tabakasini, tek ok sitotrofoblast hiicrelerini,

ok baglar1 stromal hiicreleri ve hematopoetik hiicreleri gostermektedir. a-e: X40.

Sekil 3.2.4.1.
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Normal term plasenta O6rneklerinde MFSD2 reaksiyonunun sinsisyotrofoblast
tabakasinda degisen siddette oldugu goriildii. Bazi stromal hiicrelerde ve damar
endotelinde de zayif bir reaksiyon izlendi (Sekil 3.2.4.2. a, b).

Diyabetik term plasenta orneklerinin trofoblastik hiicre hatlarinda normal term
plasenta Orneklerinde benzer derecede immiin boyanma goriildii. Stromasinda ise
azalan immun reaksiyon dikkat cekti. Kontrol plasentalarin tersine vaskiiler endotel
negatifti (Sekil 3.2.4.2.c-d).

Kontrol Term Plasenta Diyabetik Term Plasenta
2 e, 3
F

Sekil 3.2.4.2. Normal ve diyabetik term plasenta MFSD2 immiin boyanmalari. a-b: normal term
plasenta; c-d: diyabetik term plasenta ve e: negatif kontrol. Oklar sinsisyotrofoblast
tabakasini, ok baglar1 ise stromal hiicreleri gostermektedir. MIV: olgun intermediyet
villus (matiir intermediyet villus); TV; terminal villus. a, ¢ ve g: X20, b ve d: X100.
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3.2.5. Sitokeratin 7 ve Vimentin Immiin Boyanmalari

Kullanilan tiim plasenta doku orneklerinde, Sitokeratin 7 immiin boyanmasi
yapilarak villuslarin trofoblastik hiicrelerinin ayirt edilmesi saglandi. Ayrica, Vimentin

immiin boyanmast ile villuslarin mezensim kdkenli yapilar1 gosterildi (Sekil 3.2.5.1 ve
Sekil 3.2.5.2).

Sekil 3.2.5.1.  Erken dénem (1. Trimester) plasenta 6rneklerinde Sitokeratin 7 ve Vimentin immiin

boyanmalari. a ve b: 30 giinliik plasenta; ¢ ve d: 45 giinliik plasenta, inset: negatif
kontrol. T: trofoblast, S: stroma. a-d: X40.

Kontrol Term Plasenta Diyabetik Term Plasenta

Vimentin Sitokeratin 7
\J' | ‘ » oC2 s -
%

Sitokeratin 7

Vimentin

Sekil 3.2.5.2. Kontrol term ve diyabetik term plasenta 6rneklerinde Sitokeratin 7 ve Vimentin immiin
boyanmalari. KV: kdk (stem) villus, MIV: olgun intermediyet villus (matiir intermediyet

villus), TV: terminal villus. Oklar sinsisyotrofoblast tabakasini gostermektedir. a-d: X10;
e-h:X20.
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Normal term ve erken donem plasenta Orneklerinde Syncytin 1, Syncytin 2,
SLC1A5 ve MFSD2 proteinlerinin immiinohisyokimya metodu sonucu elde edilen
boyanma yogunluklari Image J programi ile degerlendirildiginde, Syncytin 1 (P = 0,328),
SLC1A5 (P = 0,022) ve MFSD2 (P=0,979) proteinlerinin boyanma siddetinin term
plasentaya kiyasla erken donem plasenta orneklerinde daha fazla oldugu fakat bu artisin
sadece SLC1AS proteininde istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi. Syncytin 2’nin
erken donem ve normal term plasentalarda boyanma yogunlugu arasinda ise herhangi bir
fark gozlenmedi (P = 0,673) (Sekil 3.2.5.3).
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Sekil 3.2.5.3. Erken doénem plasenta ve kontrol term plasenta 6rneklerinde Syncytin 1, SLC1AS,
Syncytin 2 ve MFSD2 proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarint karsilastiran
grafik.

Normal term ve diyabetik term plasenta 6rneklerinde Syncytin 1, Syncytin 2,
SLC1AS5 ve MFSD2 proteinlerinin boyanma yogunluklar1 kiyaslandiginda ise diyabetik
plasentalarda Syncytin 1 (P = 0,777) ve reseptoriic SLC1AS (P = 0,432)’in boyanma
siddetinin bir miktar arttig1 fakat bu artisin anlamli bulunmadig: belirlendi. Syncytin 2 (P
<0,001) ve reseptorii MFSD2 (P = 0,005)’nin ise boyanma siddetinin istatistiksel olarak
anlamli bir sekilde azaldigi izlendi (Sekil 3.2.5.4)
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Sekil 3.2.5.4. Normal term plasenta ve diyabetik term plasenta Orneklerinde Syncytin 1, SLC1AS,
Syncytin 2 ve MFSD2 proteinlerinin immiin boyanma yogunluklarini karsilastiran grafik.
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3.3. Western Blot Bulgular:

3.3.1. Syncytin 1 Ekspresyonu

Normal erken donemde farkli giinlerdeki plasenta orneklerindeki ekspresyon
kiyaslandi. Keza term normal ve diyabetik term plasenta 6rneklerinde de bu kiyaslama
yapildi. Erken ve term plasenta oOrneklerinde Syncytin 1’in ekspresyon miktarlar
karsilastirildiginda, erken donem oOrneklerde Syncytin 1 ekspresyon diizeyinin gebelik
stirecine bagli olarak yiiksek oldugu goriildii; fakat istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,606) (Sekil 3.3.1.1. a ve c). Kontrol term ve diyabetik term plasentalarda Syncytin 1
ekspresyonu kiyaslandiginda, diyabette Syncytin 1 ekspresyonun arttigi goriildii fakat bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi bulundu (p=0,166) (Sekil 3.3.1.1. b ve d).

Kontrol 0
a Giin (1. Trimester) Plasenta C g4 o ]
22g 25g 35g 35g 39g 40g 42g 45g 49g 50g 54g 70g K1 K2 éegg jg B cker e
Soid
Syncytin 1 e (< 60 kDA | 175 . WTermPlasenta
Beta aktin | e -W &43kDA| sycytinl
Kontrol Diyabetik g, lgg ]
Plasenta Plasenta 3% i
K1 K2 DPI1 DP2 DP3 DP4 DPS DP6 Eg; 40 - W Kontrol
i ig’ 2 HDiyabet
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Beta aktin : €43 kDA p—

Sekil 3.3.1.1. Erken donem (1. Trimester), kontrol term ve diyabetik term plasentalarda Syncytin 1
protein bantlar1. a: Erken donem plasenta (22-70 giinler arasi) ve kontrol term plasentada
(K1, K2) Syncytinl protein ekspresyonu, b: Kontrol term (K1, K2) ve diyabetik term
(DP1-DP6) plasentalarda Syncytin 1 protein ekspresyonu, c: Erken dénem ve term
plasentalarda Syncytin 1 ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasini gdsteren grafik, d:
Kontrol ve diyabetik plasentalarda Syncytin 1 ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasini
gosteren grafik.

3.3.2. SLC1A5 Ekspresyonu
Erken donem plasenta ve normal term plasentalarda SLC1A5 ekspresyonu
incelendiginde, erken donem plasenta Orneklerine kiyasla, normal term plasentalarda
SLC1AS5 ekspresyonunun azaldigi goriildii (Sekil 3.3.2.1.a ve c). Term plasentlarda izlenen
bu azalma istatistiksel olarak anlamliyd: (p= 0,027). Normal term plasenta ve diyabetik

term plasentada SLC1AS ekspresyonlar: karsilastirildiginda ekspresyon diizeyleri arasinda
ise istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p=0,548) (Sekil 3.3.2.1.b ve d).
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Sekil 3.3.2.1. Erken donem (1. Trimester), kontrol term ve diyabetik term plasentalarda SLC1A5 protein
bantlari. a: Erken donem plasenta ve kontrol term plasentada SLCIAS protein
ekspresyonun gebelik yasina baglh olarak azaldig goriiliiyor, b: Kontrol term ve diyabetik
term plasentalarda SLC1AS5 protein ekspresyonu, ¢: Erken dénem ve term plasentalarda
SLC1AS ekspresyon diizeylerinin karsilagtirmasint gosteren grafik, d: Kontrol ve
diyabetik plasentalarda SLC1A5 ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasini gosteren
grafik.

3.3.3. Syncytin 2 Ekspresyonu

Erken donem plasenta ve normal term plasenta 6rneklerinde Syncytin 2 protein
ekspresyonu diizeyleri iki grupta da benzer oldugu gorildi (p=.0,793) (Sekil 3.3.3.1.a ve
c). Normal term plasenta ve diyabetik term plasentada Syncytin 2 ekspresyon diizeyi ise,
diyabetik term plasentalarda azalan Syncytin 2 ekspresyonu dikkat ¢ekti. Normal term
plasentalara oranla diyabetik term plasentalarda goriilen bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulundu (p=0,029) (Sekil 3.3.3.1.b ve d).
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Sekil 3.3.3.1. Erken donem (1. Trimester), kontrol term ve diyabetik term plasentalarda Syncytin 2
protein bantlari. a: Erken dénem plasenta ve kontrol term plasentada Syncytin 2 protein
ekspresyonu, b: Kontrol term ve diyabetik term plasentalarda Syncytin 2  protein
ekspresyonu, c: Erken dénem ve term plasentalarda Syncytin 2 ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirmasini  gosteren grafik, d: Kontrol ve diyabetik plasentalarda Syncytin 2
ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasini gosteren grafik.
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3.3.4. MFSD2 Ekspresyonu

Erken donem plasenta ve normal term plasentada MFSD2 ekspresyon miktarlar
karsilastirildiginda; termdeki plasenta 6rneklerinde MFSD2 ekspresyonunun azaldig: fakat
bu azalmanin istatiksel olarak anlamli diizeyde olmadig goriildii (p=0,856) (Sekil 3.3.4.1.a
ve €). Bununla birlikte normal term ve diyabetik term plasentalar incelendiginde, diyabetik
term plasentalarda normal term plasentaya gére MFSD2 protein miktarinin azaldigi
goriildii. Diyabetik term plasentalarda goriilen bu azalamanin istatistiksel olarak anlamli
oldugu belirlendi (p= 0,006) (Sekil3.3.4.1.b ve d).
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Sekil 3.3.4.1. Erken donem (1. Trimester), kontrol term ve diyabetik term plasentalarda MFSD2 protein
bantlart. a: Erken doénem plasenta ve kontrol term plasentada MFSD2  protein
ekspresyonu, b: Kontrol term ve diyabetik term plasentalarda MFSD2  protein
ekspresyonu, c: Erken dénem ve term plasentalarda MFSD2 ekspresyon diizeylerinin
karsilagtirmasin1  gdsteren grafik, d: Kontrol ve diyabetik plasentalarda MFSD2
ekspresyon diizeylerinin karsilastirmasini gosteren grafik.

3.3.5. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) Bulgular

Normal term plasenta ve diyabetik term plasenta 6rneklerinin yiizey ince yapisinin
taramali elektron mikroskop ile incelenmesi sonucunda fetomaternal iletisimi saglayan temel
elemanlar olan matiir intermediyet villuslar ve onlarin olusturduklar1 terminal villuslarin yiizeyini
kaplayan kaba hali goriiniimiinii olusturan mikrovillus yapilarinin sikligi ve gériiniimiinde belirgin
bir fark gozlenmedi. Her iki grupta villus yapilari arasinda belirgin morfolojik bir farkin
goriilmeyisi diyabetik etkenin villus yiizeyine ii¢ boyutlu goriintiiye ¢ok yansimadigini gosterdi
(Sekil 3.3.5.1).
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Sekil 3.3.5.1. Kontrol ve diyabetik term plasenta 6rneklerinin taramali elektron mikroskop ile incelenmesi. a,b ve c:
kontrol term plasenta; d ve e: diyabetik term plasenta. TR: trofoblast tabakasi, S: stroma, yildiz ise
Villus stromasinda bulunan damar yapilar1 géstermektedir.

3.5.6. Geg¢irimli Elektron Mikroskop (TEM) Bulgular

Erken donem plasenta Orneklerinde gegirimli elektron mikroskobu (TEM) ile
sinsisyotrofoblast tabakasi, sitotrofoblast hiicreleri, mikrovilluslar, damar olusumlari, endotel ile
farkli stromal hiicreler incelendi (Sekil 3.5.6.1). Tek tabakali sitotrofoblast ve onun olusturdugu
sinsisyotrofoblast tabakasmin icerikleri belirgindi. Yogun sayida mikrovilluslar, sitoplazmik
organeller, Okromatik c¢ekirdek yapis1 ve daginik lipid damlalar1 sinsisyal yapmin belirgin
elemanlartydi. Bazal lamina ile stromadan ayrilan sitotrofoblast tabakasi hiicrelerinin bir kismi
koyu, bir kismi agik ise sitoplazmaya sahipti.
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Sekil 3.5.6.1. Erken donem (1. Trimester) plasenta 6rneklerinde gegirimli elektron mikroskop inceleme sonuglari. a,b:
40. giinliik plasenta; c,d: 49. giin plasenta; e,g: 64. giin plasenta. Bu gebelik yaslarinda plasental bariyeri

olusturan elemanlardan sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast ¢ok agik olarak izlenmektedir. SN:
sinsisyotrofoblast, ST: sitotrofoblast, STR: stroma, MH: mezensimal hiicre, C: ¢ekirdek, K:kapiler,
oklar mikrovili yapilarini ve yildiz ise stromada bulunan damar olusumlarini géstermektedir.
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Kontrol ve diyabetik term plasentalarin TEM bulgular1 kiyaslandiginda; diyabetik term
plasentalarda sinsisyotrofoblast tabakasindaki mikrovillus sikliginin azaldigi, vakuollesmenin ileri
diizeyde varligr goriildii. Sinsisyum tabaka biitiinligiiniin bozuldugu izlendi. Stromada fetal damar
yapisinin kontrole kiyasla daha diizensiz olmasi, kollojen fibril yapilarinin daha yaygin goriilmesi
diyabetik farkililiklardandi (Sekil 3.5.6.2).

Sekil 3.5.6.2. Kontrol ve diyabetik term plasentalarda gegirimli elektron mikroskop incelemesi. a ve b: kontrol term
plasenta, b ve d:diyabetik term plasenta. Diyabetik plasenta 6rneklerindeki sinsisyal (SN) yap1
harabiyeti, kiitlesen mikrovilluslar, ileri derecede vakuollesme (V) gozleniyor. SN:sinsisyotrofoblast,
BL:bazal lamina, EN:endotel, K:kapiler Fb: fibrin ve oklar mikrovili yapilarimi géstermektedir.
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TARTISMA

Plasenta, intrauterin gelisim boyunca hem anne hem de fetlis i¢cin Onemli
gorevler listlenen essiz bir organdir. Besin ve gaz transferini gergeklestirerek fetiisiin
biliylimesini saglar, adeta bir bariyer gorevi gorerek fetiisii maternal patojenlerden ve
maternal redden korur [72].

Normal plasenta gelisimi ve saglikli bir gebeligin olusmasi icin trofoblast
hiicreleri iki temel yone farklanir. Invazif 6zellige sahip ekstravilloz trofoblast (villoz
dis1 trofoblast, EVT); maternal dokuya (desiduaya) niifuz ederek plasentasyona onciilitkk
eder. Demirleyici villuslarin u¢ bolgelerinde EVT hiicreleri vardir ve desidua ile
iligkidedirler. Villoz trofoblastlar (villus i¢i trofoblast) ise, serbest villuslarin yiizeyini
kaplayan ve villus stromasiyla iliskili olan sitotrofoblast hiicreleridir. Bunlar ¢cogalir ve
flizyona ugrayarak sinsisyotrofoblast tabakasini olusturur. Sinsisyotrofoblast tabakasi da
gebelik boyunca esas gorevi istlenir. Fetiisiin bliyiime ve gelisiminin saglanmasi igin
besin ve gaz degisiminin yapildigi, metabolitlerin geri atildigi, gerekli steroid ve peptid
yapida hormonlarin sentezlendigi 6nemli kavsak sinsisyotrofoblast tabakasidir [107].
Sinsisyotrofoblast tabakasinin olusumunda meydana gelen bir bozukluk hem annenin
hem de fetiisiin hayatini tehlikeye sokacak plasenta patolojilerine neden olabilir.

Gebelik boyunca, klinikte siklikla karsilagilan patolojilerden biri de Gestasyonel
diabetes mellitus (GDM)’dur. GDM gebelik siiresince meydana gelen karbonhidrat
intoleransi ile karakterizedir [13]. Normal bir gebeligin 2. trimesterinin sonlar1 ve 3.
trimesterinde artan insiilin direncinin dengelenmesi i¢in insiilin salgilanmasi artirilir ve
bdylece normal glukoz homeostazi korunmaya ¢alisilir. insiilin diizeyinin yeterli oranda
artirilmadig@i kadinlarda GDM gelismektedir [91]. Diyabetik gebelikler hem anne hem
de fetiis i¢in bir takim riskler tasiyabilir. Bu tiir gebeliklerde, bebekte hipokalsemi,
hipoglisemi ve makrozomi gibi neonatal morbidite insidans1 artmaktadir [11, 12].

Arastirmacilar, gestasyonel diyabetik plasentalarda ortak bir ¢cok morfolojik ve
histolojik anomali belirlemislerdir. Bu anomalilerin basinda, diyabetik plasentalarda
artmis dejeneratif lezyonlarin goriilmesi, fibrinoid yapilari, villoz 6dem, villoz
immatiirite ve bazal membran kalinlasmas1 gelmektedir [13, 108, 109] .

Calismamizin bulgularmma goére, diyabetik plasentalarda normal gebeliklere
kiyasla dejenere odaklar, villuslar aras1 ve villuslarin i¢inde fibrince fibrinoid artiglar
gbzlemlenmesi; yaslanan villus agacina mekanik destek sagladigi yoniindeki literatiir
bilgisiyle uyumludur [49]. Fibrinoid yapilari, gebeligin erken doneminde plasentanin
sinsisyotrofoblast tabakasinda meydana gelen asir1 sinsisyotrofoblast harabiyetini
kompanse ettigi fikri de taraftar bulmaktadir. Mekanik etkiler ya da dejenerasyon
nedeniyle villusun sinsisyotrofoblast tabakasi kesintiye ugradiginda, bu alan perivilloz
fibrin/fibrinoid yapilar ile onarilir. Olugan bu fibrinoid yapilarin maternofotal madde
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tasimimi trafiginde siki engelleyici bariyer olusturdugu yoniindeki kaynak bilgi ile
bulgularimiz uyumludur [5].

Diyabetik plasentalarda, normal plasentalara kiyasla fibrinoid yapilarin artmis
olmasi sinsisyum olusumu igin gerekli olan hiicre fiizyon dinamizminde bir kesintinin
olabilecegini gostermektedir. Zira eksik kalan sinsisyal segmentlerin perivilloz fibrin
tarafindan kapatilmasi plasenta dinamigi ile uyumludur. Fibrinoid birikimlerine ek
olarak diyabetik plasentalarin villuslarinin normale kiyasla daha 6demli olmasi ve
sinsisyotrofoblast tabakasinda ileri derecede vakuollerin gozlenmis olmasi plasenta
patolojisinin diger bir isaretidir.

Bulgularimizdaki diyabetik plasentalarin  sinsisyotrofoblast tabakasindaki
anormal vakuollesmenin nedenlerden biri olarak, sitotrofoblast hiicrelerinin fiizyonunda
rol oynayan flizyojenik proteinlerden Syncytin molekiillerinin rol oynama ihtimali
yiiksektir. Flizyon olmadigi ya da azaldig1 yerlerde sinsisyumda yapilan metabolizma
tasinimini tolere etmek i¢in kendi yapisinda degisime gitmesi organik gereklilik olmasi
sonucu olabilir.

Insan endojen retroviriislerin (HERV) plasenta gelisimi ve trofoblast
farklilasmasinda rol oynayabilecegi fikri ilk kez 15 yil once ortaya atilmistir [110].
Insan genomunun retroviral orjinli gen bolgeleri icerdigi ve bu bdlgelerden bazilarmin
yiiksek translasyon potensiyeline sahip oldugu, insan plasentasinda da retroviral
proteinlerden olan HERV-W (Syncytin 1), HERV-FRD (Syncytin 2) ve ERV-3 yiiksek
oranda ekspre edilmekte oldugu bilinmektedir [68].

Calismamizda; ilk olarak normal gebeligin farkli evrelerine ait plasenta
orneklerinde, retroviral proteinler olan Syncytin 1, Syncytin 2 ve reseptorlerinin
(SLC1A5 ve MFSD2) protein dagilimini ve ekspresyon diizeyleri ile ilgili bulgularimiz
orijinal kaynak bilgidir. Plasenta gelisiminde Syncytin 1, Syncytin 2 ve reseptorlerinin
varliginin belirlenmesi konuya dikkati arttirmaktadir. Bulgularin kiyaslanmasiyla bu
molekiillerin normal ve diyabetik plasentalardaki ifadeleri ve dagilimlarinin farklilik
gosterdigi yoniindeki sonuclar bu baglamda énemlidir.

Syncytin 1  proteininin, plasentada sitotrofoblast hiicreleri arasinda
sinsisyotrofoblast olusturmak i¢in meydana gelen hiicre flizyonunda rol oynadigi
belirtilmistir [6, 7, 111-113]. Syncytin 1 proteini bu roliinii sahip oldugu ENV gen
bolgesi sayesinde gerceklestirmektedir [70] . Muir ve ark. [113] tarafindan yapilan bir
calismada erken donem plasenta drneklerinde Syncytin 1 fiizyojenik protein dagiliminin
sinsisyotrofoblast tabakasinda ve sitotrofoblast hiicrelerinde oldugu belirlenmistir.

Calismamizin sonuglarina gore; trofoblast tabakasina ek olarak bazi stromal
hiicrelerde, endotelde ve fotal hematopoetik hiicrelerde de Syncytin 1 protein immiin
reaksiyon vermektedir. Bu da Syncytin 1 proteinin erken donem plasenta drneklerinde
sinsisyum olusumu disinda baska rolleri de iistlenebilecegini gostermektedir. Dupressoir
ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alisma ile Syncytin-A 7 farelerin yavrularinda bozulmusg
damar yapilar1 ve vaskiilarizasyonda azalma izlenmistir. Syncytin-A’nin insandaki
homologu olan Syncytin [’inde damar yapilarinda ve vaskiilarizasyonda rolil
olabilecegini diisiindiirmektedir [84]. Ayrica Aplin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada
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da Syncytin 1 proteininin SU alt {initesine ait antikorun endotelde pozitif immiin
reaksiyon gostermesi baska gérevlerde tistlenebilecegi fikrini desteklemektedir [114].

Literatiirde Muir ve ark. ile Lee ve ark. tarafindan yapilan ¢alismalardan elde
edilen bulgulara gore ise Syncytin 1 ekspresyonu yalnizca trofoblast hiicrelerinde
izlenmektedir [113] . Calismamizda goriilen bu farklilik kullanilan antikorun diger iki
calismada kullanilan antikordan farkli olmasi nedeniyle kaynaklanabilir.

Smallwood ve ark. [112] tarafindan yapilan ¢alismada; Syncytin 1 protein
ekspresyonunun erken dénem plasenta drneklerinde term plasentaya oranla daha fazla
oldugu belirtilmistir. Sonuglarimiza goére istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmasada Syncytin 1 proteini term plasentaya kiyasla gebeligin erken doneminde
plasentada daha fazla ekspre olmaktadir. Term plasentada Syncytin 1 ekspresyonunun
azalmasi, termde perivilloz fibrinoid birikimlerinin artmasi plasenta dinamigine uygun
bir sonugtur. Birinci trimesterde trofoblast tabakasinda apoptotik siireglerin artmasi da
bu dinamigin geregidir [33].

Blond ve ark. [7] tarafindan yapilan bir ¢alismada, Syncytin 1 proteininin
reseptorii olarak SLCI1AS5 (nétral amino asitler i¢in sodyum bagimli amino asit
tastyicisi) plasentada belirlenmistir. SLC1AS, ayn1 zamanda retroviriis reseptorii olarak
tanimlanir. Buna gore, Syncytin SU alt iinitesi SLC1AS ile etkilesime girer ve TM alt
tinitesinde degisiklige neden olarak flizyon siirecini baslatir[115]. Hayward ve ark.
[116] yaptig1 bir ¢alismada, SLC1AS protein lokalizasyonunun villuslarin yogun bir
sekilde sitotrofoblast hiicrelerinde ve ¢ok az seviyede sinsisyotrofoblast tabakasinda
oldugunu bildirmislerdir.

Calismamizin  erken donem plasenta oOrneklerinde SLCIAS reseptor
ekspresyonunu villuslarin sinsisyotrofoblast tabakasinda ve sitotrofoblast hiicrelerinde,
bazi stromal hiicrelerde, fotal hematopoetik hiicrelerde ve damar endotelinde oldugu
bulgularimizla gosterildi. Bu sonuglarimiz; Hayward ve arkadaglarinin [116] elde ettigi
sonuglara ek olarak villus stromasindaki bazi hiicrelerde de SLC1AS5 proteinin
oldugunu, bu proteinin sadece fiizyon olaymi katilmadigini1 ayn1 zamanda nétral amino
asit taginmasinda [7] da aktif rol oynayabilecegini telkin etmektedir.

Sonuglarimiza gore, Syncytin 1 ve reseptorii olan SLC1AS ekspresyon
modelinin benzer olmasi fiizyon mekanizmasinin olugmasi igin bu iki proteinin birlikte
caligmas1 gerektigi fikrini desteklemektedir. Calismamizda gebeligin erken
doneminden itibaren SLC1AS protein ekspresyon diizeylerini inceledigimizde, erken
donem plasentalarda terme kiyasla daha fazla oldugu goriilmistir. Erken doénem
plasentada goriilen bu farklilik istatistiksel olarak da anlamli idi. Bulgularimiz, erken
donem plasenta Orneklerinde yiiksek SLCIAS ekspresyonu; ndétral amino asit
transportuna isaret sayilabilir.

Insan endojen retroviriis ailesine ait diger bir iiye ise Syncytin 2’dir. Syncytin 2,
insan genomuna Syncytin 1’den 6nce girmistir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda [76,
81, 117] Syncytin 2’nin Syncytin 1 gibi flizyojenik fonksiyona sahip oldugu ve
plasentada yiiksek oranda ekspre edildigi belirtilmistir.

Malassine ve ark [4, 81] tarafindan yapilan g¢aligmalarda; erken donem
plasentalarda Syncytin 2 ekspresyonunun sadece bazi sitotrofoblast hiicreleri ile sinirlt
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oldugu bildirilmistir. Bu calismanin sonuglari, sitotrofoblast hiicrelerine ek olarak
sinsisyotrofoblast tabakasinda ve bazi stromal hiicrelerde de Syncytin 2 ekspresyonu
oldugunu gostermektedir. Literatiirde farkli arastirmacilarin erken donem plasentalarda
Syncytin 2 dagilimu ile ilgili bildirimlerinde sinsisyotrofoblast tabakasinda da Syncytin
2 ekspresyonu oldugu ifade edilmistir [117].

Calismamizda erken donem ve term plasentada Syncytin 2 ekspresyonlari
karsilagtirildiginda; Syncytin 2 ekspresyon diizeyi bakimindan herhangi bir fark
bulunamamistir. Term plasentada, erken donem plasentaya kiyasla azalan fiizyon
potansiyeline karst Syncytin 2 protein diizeyinde herhangi bir azalma olmamasi, bu
proteinin farkli gorevleri de istlenebilecegi ihtimalini gostermektedir. Syncytin 2
proteini, Syncytin 1’de bulunmayan immiin baskilayici domeyne sahip olmasi ve [76],
Syncytin 2 diizeyinin gebelik boyunca azalmamasi fetiisii maternal immiin sistemden
korumada gorev alabilecegini diisiindiirebilir.

Karbonhidrat tasiyici protein ailesine ait olan MFSD2 (major facilitator
superfamily domain containing)’nin Syncytin 2 ile etkilesime girerek plasentada hiicre-
hiicre flizyonunu indiikledigi ileri siiriilmiistiir [118].

Literatiirde MFSD2 proteininin normal term plasentalarda varligi daha 6nce de
gosterilmistir [119], MFSD2 protein dagilimmin erken dénem plasenta 6rneklerinde
gosterildigi  literatiirdeki ilk  ¢alismadir. MFSD2  ekspresyonu  villuslarin
sinsisyotrofoblast tabakasinda, sitotrofoblast hiicrelerinde, bazi stromal hiicreler ve fotal
hematopoetik hiicrelerde belirlenmesi ¢alismanin orijinal bulgularidir. MFSD2 ve
Syncytin 2’nin benzer ekpresyon modelini sergilemesi bu iki proteinin sinsisyum
olusumu i¢in birbirlerine bagimli calistigin1 isaret edebilir. Plasenta gelisim siireci
boyunca MFSD2 protein ekspresyon diizeyini inceledigimizde, MFSD2’nin 1. trimester
plasenta orneklerinde term plasentaya kiyasla daha fazla bulunmasina karsin bu farkin
istatistiksel olarak anlamli diizeyde olmamasi bu ¢alismanin bulgularindandir.

Bazi arastirmalarda [4, 88, 120, 121] sinirh plasenta patolojileri ile Syncytin
proteinleri arasindaki iliski agiklanmaya calisilmistir. Fakat simdiye kadar yapilan
hi¢cbir calismada klinikte siklikla goriilen bir plasenta patolojisi olan gestasyonel
diyabetik plasentalar ve Syncytin-reseptor etkilesimleri incelenmemistir. Bu baglamda
sunulan ¢alismanin sonuglar1 konusunda orjinallige sahiptir.

Calismamizin sonuglari, literatiirde ilk defa diyabetik term normal term
plasentalarla kiyaslanarak farkli Syncytin-reseptor protein ekspresyonlar: belirlendigini
gostermektedir. Sonuglarimiza gore hiicre-hiicre flizyonunda rol oynayan, ayrica immiin
baskilayict domeyne sahip olan Syncytin 2 ve reseptorii karbonhidrat tasiyicisi protein
MFSD2 proteinin ekspresyon diizeyleri gestasyonel diyabetik plasentalarda, normal
plasentalara kiyasla daha diisiik olarak belirlenmesi, tartigmali olan bu konuya yeni bir
boyut kazandirmistir. Bu diislis istatistiksel olarak da anlamli olarak bulundu. Bilindigi
gibi normal plasentalarda  Syncytin 2 proteini reseptorii ile etkilesime girerek
sitotrofoblastlarin fiizyon mekanizmasi ile sinsisyotrofoblast tabakasini olusturmasini
saglar. Diyabetik hastalarin plasentalarinda ortak olarak goriilen villoz immatiirite ve
artan fibrinoid yapilar1 Syncytin 2 protein ve reseptOriiniin anormal ekspresyonundan
kaynaklanabilir. Syncytin 2 ve MFSD2 reseptoriinde protein diizeyinde azalmanin
gbzlenmesi sitotrofoblastlarin farklanarak sinsisyum olusturmasi yerine ¢ogalmasina
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neden olabilir. Bu da diyabetik plasentalara karakteristik vill6z immatiiriteye neden
olabilir.

Ayrica diyabetik plasentada Syncytin 2 protein ve reseptdr ekspresyonunun
azalmasi diyabetik plasentalarda ortak olarak goriilen, normal plasentaya gore artmis
perivilloz fibrinoid birikimlerinden kaynaklanabilirligini gosteriyor. Syncytin 2 ve
reseptoric MFSD2’nin normal ve diyabetik term plasentalarda immiinohistokimyasal
lokalizasyonu reseptor (MFSD2) ve ligandin (Syncytin 2) benzer reaksiyon sergilemesi
stirpriz degildir. MFSD2 protein lokalizasyonu a¢isindan da; hem erken dénem hem de
term plasentada sinsisyotrofoblast tabakasinda ekspresyon belirgindi. Ozgiin fark
olarak, normal term plasentalarda sinsisyotrofoblast tabakasina ek olarak bazi stromal
hiicrelerde de MFSD2 proteininin lokalize oldugunu bu ¢alismanin sonuglariyla
gosterilmektedir. Diyabetik ve normal term plasentalar karsilastirildiginda, diyabetik
villusun stromasinda immiin reaksiyonun belirli bir sekilde azalmis olmasi, diyabetik
plasentalarda karbonhidrat tasiyici ailesine ait MFSD2 proteininin azalmasi, glukoz
metabolizmasinda anormalliklere neden olabilecegi yoniindeki goriisii destekler
niteliktedir.

Bu sonuglarimiz; glukoz intoleransi ile tanimlanan diyabetik plasenta patolojisi
ile iliskilendirilebilir. Hem Western blot hem de immunohistokimya teknikleri ile
destekledigimz bulgularimizla, diyabetik plasentalarda Syncytin 2 ve reseptorii
MFSD2’nin diizensizliginin genel olarak diyabetik plasenta patolojisine rol olabilecegi
sonucuna varilabilir.

Diyabetik ve normal term plasentalarda Syncytin 1 ve SLC1AS5 ekspresyonlari
karsilagtirildiginda, diyabetik term plasenta patolojisinde Syncytin 1 ve reseptdr
ekspresyonlari bakimindan bir miktar artis olmasina ragmen bu farkin istatistiksel
olarak anlamli olmadiginin belirlendi. Bu sonug, Syncytin 1 ve reseptorii SLC1AS
ekspresyonun gestasyonel diyabetik plasenta patolojisinin meydana gelmesinde roliiniin
olmadigi anlamina gelmesede, bu plasenta patolojisinde Syncytin 1 ‘den ¢ok immiin
basilayict domain’e [4, 88, 120, 121] de sahip olan Syncytin 2 ve MFSD2’nin etkili
olabilecegini gdsterebilir.

Sonu¢ olarak ¢aligmamizda, insan retroviral protein ailesine ait Syncytin 1,
Syncytin 2 ile reseptorleri SLC1AS ve MFSD2 proteinlerinin farkli plasenta gelisim
donemlerinde farkli ekspre olduklar1 ve dagilim gosterdikleri; siklikla goriilen diyabetik
term plasenta patolojisinde Syncytin proteinlerinin ve 1ilgili reseptorlerinin gorevli
olabilecegi; plasentanin erken gelisim doneminde Syncytin 1, SLC1AS ve MFSD2’nin
term plasentalara kiyasla daha yiiksek seviyede bulundugunu; simdiye kadar literatiirde
bu proteinlerin ekspresyonlarinin sadece trofoblast hiicre tabakalarinda gergeklestigi
belirtiliyor olmasinin aksine s6z konusu proteinlerin trofoblast tabakasindan baska bazi
stromal hiicrelerde de bulunduguna dair orijinal bulgularimiz bu caligmanin ¢arpict
sonuclaridir.

Gestasyonel diyabetik plasenta ve Syncytin proteinleri ile onlarin reseptdrleri
arasindaki iliskiyi ortaya koyan literatiirdeki ilk olan bu calismamiz; diyabetik
plasentalarda goriilen anormal Syncytin 2 ve reseptor ekspresyonu diyabetik plasenta
etiyolojisini anlamak i¢in katkida bulunabilir 6Gnemde sonuglardir. Son yillarda endojen
retroviriisler ve plasentasyon ile ilgili giderek artan sayida calismalarin yapilmasina
karsin  retroviral proteinlerin insan plasentasyonundaki rolleri tam olarak
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bilinmemektedir. Syncytin proteinlerinin sinsisiyum olusumu ve immiin toleransdaki
rollerinin tamamen ortaya ¢ikarilmasi i¢in bu konuda daha fazla, ayrintili ¢alismaya
ihtiya¢ oldugu kanisinday1z.
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SONUCLAR

Bu tez projesinde, gebeligin farkli donemlerine ait insan plasentasinda ve
gestasyonel diyabet ile etkilenen plasentalarda, Insan Endojen Retroviriislerinden
(HERV) olan Syncytin 1 ve Syncytin 2 proteinleri ile onlarin reseptorleri SLC1AS ve
MFSD2’nin koryonik villus yapisindaki dagilimi farkli yontemlerle arastirilmis ve
muhtemel gorevleri hakkindaki diisiincelerimiz kaynak bilgi ile tartisilmistir. Elde
edilen sonuclar agagida maddeler halinde 6zetlenmistir.

1. Syncytin proteinleri ve reseptorleri gebeligin erken donemine ait plasentalarda
villuslarin trofoblast tabakasinda ekspre olmaktadir. Buna ek olarak villus stromasinda
bulunan bazi hiicrelerde de Syncytin protein ve reseptdr ekspresyonlari belirlenmistir.
Bu bulgu Syncytin protein ve reseptorlerinin farkli gorevleri de iistlenebilecegi
ihtimalini gosterdigi;

2. Normal ve gestasyonel term plasentalar arasindaki Syncytin protein ve reseptor
ekspresyon farklilig1 olup olmadig1 arastirllmis ve gestasyonel diyabetik plasentalarda
azalan Syncytin 2 ve reseptorii MFSD2 ekspresyonu hem immiinohistokimyasal hem de
western blot yontemleri ile gosterilmistir. Sinsisyotrofoblast tabakasinin saglikli bir
sekilde olusmasi siirecinde flizyon mekanizmasinda 6nemli rol oynayan Syncytin 2
proteininin gestasyonel diyabetik plasenta patolojisinde azalmasi sinsisyotrofoblastin
diizgiin bir sekilde olusumu ve islev gormesi ile iliskili olarak, bu plasenta patolojisinin
gelismesinde rol oynayabilecegi;

3. Saglikl1 bir gebeligin farkli donemlerinde Syncytin protein ve reseptor ekspresyonlari
karsilastirildiginda, Syncytin protein reseptorlerinin erken donem plasenta orneklerinde
term plasentaya kiyasla daha yiliksek oranda ekspre edildigi gosterilmesine kargin
SLC1AS proteinindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundugu sonucuna varilmstir.

4. TEM yontemi ile gestasyonel diyabetik plasenta ve kontrol plasenta arasindaki ince
yap1 diizeyinde farkliliklar ortaya konulmustur. Diyabetik plasentalarda, normal
plasentalara kiyasla fibrinoid yapilarin artmis olmasi ve ileri derecede vakuollesme
gosteren sinsisyum olmast sinsisyal yapinin siirdiiriilebilirligi, gerekli olan hiicre fiizyon
dinamizmine bagl oldugu sonucuna varilmaistir.

5. Bu ¢alisma, Syncytin protein ve reseptorlerinin gestasyonel diyabetik plasentalarda

varligint ve kontrol plasentalara oranla azalan Syncytin protein ve reseptor
ekspresyonlarini1 gosteren orjinal ilk ¢caligmadir.
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