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OZET

Diyabetik gebelikler c¢ogunlukla diisik, o6l dogum ve Kkonjenital
malformasyonlarin artis: ile karakterizedir. Diyabetik annelerin yavrularinda, bu
malformasyonlarin orani normal annelerin yavrularina oranla 3-5 kat daha fazladi.

Plasenta dokusunda proliferasyonunun nasil koordine edildifi ve bu
koordinasyonun diyabet ile nasil etkilendifi heniiz tam olarak anlagilamamus
olmasindan dolayi, bu calismada normal ve diyabetik sigan plasentalarinda PCNA,
cdkl, p27 ve p57 gibi degisik hiicre siklusu regiilatrlerinin immunohistokimyasal
dagilimlan incelendi.

Calismada diyabet grubunu olusturacak olan gebe digiler, diyabet
olusturulabilmek icin sakrifiye edilecekleri tarihten 7 giin dnce intraperitonal olarak
tek doz 50 mg / kg streptozotosin (STZ) enjeksiyonuna maruz birakildilar. 48 saat
sonta kan sekeileri 6lgiildii. Kan sekeri deferi 200mg / dl’nin iizerinde ¢ikan disiler
diyabetik sayilarak deneye dahil edildiler. Kontrol gruplarna, aym miktarda serum
fizyolojik enjekte edildi. Toplanan plasenta Otnekleri rutin histolojik ve
immiinohistokimyasal yontemlerle incelendi.

Diyabetik sigan plasentasinda kontrol grubuna goére cdkl proteininin
embriyonal 17 ve 21. giinlerde anlamli olacak sekilde artig gosterdigi, PCNA'mn da
arti gosterdigi ancak sadece 17. giinde anlamli oldugu, p27 inhibitoriintin kontrol
grubunda 11 ve 17. giinde anlamlilik gosterecek sekilde diyabetik gruptan fazla
oldugu, p57 inhibitdriiniin de sadece 13. giinde diyabetik grupta kontrol grubuna gore
bir artis gosterdigi diger giinlerde kontrol grubunda daha fazla bir ekspresyona sahip
oldugu goézlendi

Sonug olarak diyabetik sicanlarda gebeligin erken evrelerindeki normale gore
kiiciik plasenta ve gebeligin ge¢ evrelerinde goriilen plasentomegalinin, cdkl,
PCNA, p27 ve p57 gibi mitotik diizenleyicilerin etkisi sonucu bozulan hiicre siklusu
yolagi nedeniyle olusabilecegi soylenebilir.

Anahtar kelimeler: Diyabet, plasenta, sican, cdkl, PCNA p27, p57,
immiinohistokimya.
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ABSTRACT

abortions, stillbirths and congenital malformations. The incidence of congenital
malformations in the infants of diabetic mothers is three to five times higher than that
in normal mothers.

Because how proliferation is coordinated and how this coordination is
affected with diabetes in placenta tissue isn’t clear, the immunohistochemical
distribution of different cell cycle regulators such as PCNA, cdkl, p27 and p57 was
studied in normal and diabetic rat placenta.

The females that take part in diabetic group was injected S50mg/kg
streptozotocin (STZ) intraperitonally 7 days before the sacrification. After 48 hours
blood glucose was measured. If blood sugar of the STZ injected females was over
200 mg/dl, they were included in the diabetic group The control groups were injected
same dose isotonic salt solution. Placenta samples were examined with routine
histological and immunohistochemical techniques.

It was observed that in diabetic placenta; cdk]l immunoreactivity was higher
on 17th and 21st days with a statistically importance; PCNA immunoreactivity was
higher than normal placenta but it was statistically important just on the 17th day,
p27 inhibitor was higher in control group than diabetic group and it was statistically
important on 11th and 17th days ; p57 inhibitor was higher in diabetic group on 13th
day, in other days it was higher in control group.

In conclusion, in diabetic rats, small placenta observed on early stages and

placentomegaly observed during late stages of pregnancy may be a result of

disturbed cell cycle pathway with the effect of mitotic regulators suh as, cdk1l, PCNA
p27 and p57.

Key words; Diabetes, placenta, rat, cdkl, PCNA, p27, p57,
immunohistochemistry.

Diabetic pregnancies are generally characterized by an increased incidence of
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GIRIS VE AMAC

" 1.1. Hipotezin Temeli ve Amag

Organizmada proliferasyon olayr temelde mitoz ile gerceklesir. Mitozun
molekiiler mekanizmasimi anlayabilmek icin, bir hiicrenin yasam siklusunu
bilmemize gereksinim vardir. Hiicre siklusu 4 fazdan olusur; G1, S, G2 ve M fazlar1.
Burada G: Gap; S: Sentez; M: mitoz anlarundadir. Yeni bdliinmiis bir hiicre, ya
diger bir hiicre boliinmesi dongiisiine girer ya da uzun bir siireyle dinlenim dénemine
girer. Dinlenim durumunda, GO fazinda diye adlandurtlir. Spesifik uyarim geldiginde
GO fazindaki hiicreler yeniden G1 fazina girebilirler. GO faz1 sayilmazsa, memeli
hiicrelerinin ¢ogu igin bir hiicre siklusu, 12-24 saat siirer GO fazindaki hiicrede
sirastyla biiyiime, farkhilagma ve apoptoz olaylar: gergeklesir.

G1 fazi mitoz ile DNA replikasyonu arasinda yeralr ve hiicre bilyiimesi ile
karakterizedir. DNA replikasyonu S faz: siiresince gergeklesir. Bu fazda DNA sentez
ve tamir olayinda rol alan, DNA polimerazin DNA zinciti boyunca kaymasina
yardimet olan 36 kDaluk bir protein olan PCNA sentezlenir. S fazini izleyen G2
fazinda hiicre béliinmesi icin biiyiime ve hazutlik yapilir. Mitoz ve iki yavru hiicrenin
olusumu M fazinda gerceklesir.

Hiicre siklusunun bu 4 fazi bir siklin (cyclin) familyas: tarafindan diizenlenir.
Memelilerde farkli siklinler A, B, C, D, E v.b isimlerle adlandirihirlar. Bu siklinler,
siklin bagimh kinazlar (cdk) i¢in diizenleyici alt birimler olarak gorev yaparlar

Hiicre siklusu olayi, cdk’lar tarafindan katalizlenir. Siklin-cdk kompleksleri,
hiicre siklusunun herbir fazi icin gereklidir. Degisik siklin/cdk kompleksleri, hiicre
siklusunun fazlar1 boyunca ilerlemeyi diizenlerler.

G1 fazimin erken donemlerinde aktivite gosteren siklin/cdk kompleksi; bir
siklin D izoformuna ya cdk4 yada cdké baglanmasiyla olusur. G1-S fazi smir
noktasini gegerek S fazina gegis, siklin E/cdk2 kompleksinin aktivasyonu tatafindan
baslattlir. S fazinda DNA replikasyonu baglatlir. S fazindan G2 fazina gegis siklin
A/cdk? kompleksi tarafindan, G2 fazindan M fazina gegis ise siklin B/edkl
kompleksi tarafindan regiile edilir ( 1, 2, 3,4, 5, 6). '

Plasenta kompleks bir organ olup yasam siiresi gebelikle smuhdir,
Embriyonun saghikli gelismesi, dogru ve tam plasental gelisme ile dogrudan

iliskilidir. Nitekim erken embriyonik Sliimlerin en biiylik nedenlerinden biri plasenta}<

gelisimin normal olmayisindan kaynaklanmaktadur. Saglikl: bir plasental geligim
dogru ve es zamanl bir sekilde proliferasyon ve normal bir fizyolojik 6lim sekli olan
apoptozun gerceklesmesi ile miimkiindir (7).

Plasenta, embriyo/fetiis ve anne arasinda gecis bolgesi seklinde oiugur ve
gebeligin normal sonuglanmasinda kiitik bir Oneme sahiptir Plasenta hakkinda




‘pilinenlerin gofu yapist ve fonksiyonlan ile ilgili olup, bu bilgilerin gogu da
“maternal-fotal alanlardan elde edilen biyopsi Orneklerinden elde edilmigtit (8).
Plasentanin fotal kismm gelisim boyunca fonksiyon goren ilk organdir. Buna paralel
olarak, sinir veya plasental yatak, maternal-fotal alamin maternal kismim olusturur ve
- degisik sekilde yapilanmustir (9, 10).

. fnsan plasentasinin  kendine Ozgi yapisal ozellii, biyik olclide

sitotrofoblastlar  diye adlandinlan epitel kok hiicrelerinin farklitagmasindan
kaynaklanu (11). Ancak, bu hiicrelerin anne kani icerisinde ylizen trofoblastlara veya
plasentayl uterus duvarina demirleyen trofoblastlara nasil farklandiklary halen
agiklanamayan bir soru olmaya devam etmektedir.

Anne kam icerisinde serbestge yiizen villusiarda sitotrofoblast kok hiicreler
¢ok niikleuslu sinsisyotrofoblastlara farklanular. Bu sinsisyotrofoblastlann dncelikli
fonksiyonlar1 transport islemidir. Demirleyici villuslarda da sitotrofoblast kék
hiicreler vardir ve bunlar da birbiriyle birlesirler, fakat bunlarin bir kismi, hiicre
situnlart denilen kiimelenmeleri olustururlatken, difer bazilari tek tek bulunurlar ve
bazal laminalarnindan aynlarak uterus igerisine dogru invaze olurlar. Hiicre
stitunlarmin distal uglarinda yeralan sitotrofoblastlar uterusa tutunutlar ve sonra
uterus igerisine (interstisiyal invazyon) ve uterus damarlari (endovaskiiler invazyon)
icerisine invaze olurlar. ilging olarak endovaskiiler invazyon, arterlerde
venlerdekinden daha yaygindir. Bu islem siiresince sitotrofoblastlar, uterin damarlars
stnirlayan miiskiiler ve endotel igerisine yerlesirler. Bu islem arteriyel ¢aplarin
genislemesine yol acar, sonugta plasentaya biiyiik miktarda maternal kan akis1 baglar
ve venler ise gelen arteriyal kani maternal sirkiilasyona geri dondiiriirler. Birgok
organda oldugu gibi, plasenta terme kadar varlifim siirdiiren farklilasmamis kok
hiicrelerin bir havuzu olarak kalmaya devam eder. Gebeligin sonlarina dogru olusan
plasental dejenerasyonu bu kok hiicrelerin tamir edip etmedigi halen tartisma
konusudur.

Bilindigi gibi sicanlarda fertilize ovumlar ciftlesmeden 3-4 giin sonra
blastosist olazak uterusa ulasiriar ve 5. giinde uterusa implante olurlar. Baslangicta
blastosist tek tabakali bir trofoblast tabakasiyla cevrilidir ama 8. giinde plasental
diskin olustugu implantasyon bolgesinin Zit tarafinda trofoblastik hiicrelerin
proliferasyonu ile ektoplasental koni gelisir. Bu yapinin periferinde ise desidua ile
: kaynasan ve fagositik aktiviteye sahip dev trofoblastik hiicreler belirir. Bu olay,
plasental labirenti olusturacak olan allantoik damarlar ve hiicrelerin gelisimi ile
devam eder. Sonug olarak sigan plasentasinda yapisal yonden farkli 3 bolge gelisir;
Labirent, spongiyotrofoblast ve desidua ile igige yerlesik dev hiicre tabakasi (12, 13).
Sican plasentasinda yeralan bu 3 bolge birbitinden morfolojik ve fonksiyonel agidan
farklilik gosterir. Labirent zon trofoblast hiicreleri ve maternal ve f6tal damarlardan

feto-maternal bolgenin fétal kismunin yaptifi gorevi yapar Oysa, bazal kisimda
yeralan spongiyotrofoblast hiicre tabakas1 plasental hormon {iretiminin esas
bolgesidir. Bu bolgede trofoblastlar ve maternal damarlar bulunu, fakat fotal
damarlar icermez (14).

olusur. Feto-maternal aligveriginin esas bolgesidir. Bu bolge insan piasentasmdaki{ g
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Diyabetik olgularda diyabetik gruplann gofunda uterus ici bilyime geriligi,
"'daha agir plasenta ve daha kisa umbilikal kordon gozlenmektedir. Uterus ici biiyiime
- geriliginde malformasyonlar olduk¢a fazladir. Diyabetik annelerin ¢ocuklarinda
* kxonjenital malformasyonlarin normal annelerinkine gore 3-5 kat daha fazla oldugu
 yapor edilmistir (15, 16). Streptozotosin (STZ) enjekte edilmis diyabetik sicanlarin
. termdeki plasental aguhifi kontrol hayvanlanninkinden daha yiksektir (17) ve
fabirent zonundaki trofoblast hiicrelerinin dejenerasyonu gibi ultrastriiktiirel
degisiklikler hamileligin 20. giintinde rapor edilmistir (18, 19). Zit olarak gebelifin
14 ve 16.giinlerindeki diyabetik siganlarin plasentalarinin aguligi ve niikleik asit
igerigi istatistiksel olarak dnemli derecede daha diisiiktiir ve sadece 18. ginden sonra
plasenta agirlif1 ve niikleik asit icetigi kontrol siganlarininkini geger (20). Diyabetik
sicanlarda gebeligin 9. giiniinde desidual giskinliklerin aguhifinda ve ektoplasental
koni (EPK)'nin hacmi ve mitotik indeksinde kontrollerle kargilastinldifinda bir
azalma gdzlenmistir (21).

Plasental  gelisim, esas olarak  trofoblast  proliferasyonu  ve
differensiyasyonunun koordinasyonuna bagli olmakla birlikte bu plasental gelisim
olayinda mitotik regiilatorlerin rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Insan veya
diper baska memelilerde normal plasentalarda yerlesik olan sitotrofoblast
proliferasyonunun diferansiyasyon ile nasil koordine edildigi ve bu koordinasyonun
diyabet ile nasil etkilendigi de heniiz tam anlagilmug degil. Bu konuda hiicre siklusu
regiilatdrlerinin immiinohistokimyasal gosterimleri son derece yarath bilgiler
kazandwrabilir. Yaptigimz literatiin taramalarina gore; bu regiilatdrler sican
plasentasinda heniiz ¢aligtlmamustr. Caliymamizda; retinoblastoma, cdkl ve cdk2
siklin bagimli kinazlan, siklin A ve PCNA (proliferating cell nuclear antigen) gibi
mitotik diizenleyiciler ile p27 ve p57 gibi mitotik inhibittrlerin geligmekte olan
normal ve diyabetik sican plasentasinda  immiinohistokimyasal dagihmiari
belirlemeyi amagladik
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TEMEL BiLGILER VE KAYNAK

. Plasenta
Plasentanin temel gorevi, maternal saghfi korurken fotal biiyiime ve

anhhgln saglanabilmesi icin fetiis ve anne arasindaki iliskiyi saglayabilmektir. Fetiis
“yé annesi arasindaki etkilesimler, iki bireyden hiicrelerin birbiriyle etkilesmek icin
yakin temasa getirildikleri 6zellesmis féto-maternal yiizeylerin gelisimi ile miimkiin
‘hale getirilir. Bu ylizeylerin gelisimi plasentasyonun bir pargasidir; plasentasyon,
plasentanin olusumu ve gelisiminin yanisira orgam desteklemek Uzere iligkili
maternal dokulanin anatomik modifikasyonlarint da igerir. Plasentanin temel gorevi
‘fotal biiyime ve canhhifinin saglanmasidir. Oncelikle plasenta fetiisii maternal
. immiin sistemden korur, Ikinci olarak plasenta anneden fetiise besin, O, saglar ve
‘toksik atiklann fetiisten anneye gegisini saglar Uclincii olarak, plasenta, maternal
-kan dolasimina fetiisiin yaran igin maternal metabolizmay: etkileyecek hormonlarin
- sentezi ve salgilamasini saflayarak saglikli gebeligin devamumm saglar (22, 23, 24,
© 25). Dérdiincti olarak, plasenta uterusu konseptusun dogru siire kalmasina izin
verecek sekilde dogru fizyolojik kosulda tutarak fotal yasam: destekler (26).

2.2. Plasenta Tipleri

Plasenta morfolojik agidan incelendiginde degisik tiirler arasinda farklibiklar
gosterebilir. Plasenta, morfolojik goriiniimii yaninda maternal ve fotal kan sistemleri
arasindaki hiicrelerin tabaka sayisiyla da simiflandirilabilit Cogu memelilerde,
plasenta trofoblastlarn oldukca dallanmus, agac benzeri kiviimlara organize olurlar.
Villus organizasyonu plasental yapilan siniflandumak icin bir temeldit (27). Villus
yapilar: difiiz, kusak ya da kotiledonlar seklinde diizenlenebilirler. Domuz, at ve
balina gibi tiirlerde difiiz plasenta goriiliit ve koryonik villi tiim fotal kese iizerinde
tek diize dagihm gosterir. Kopek ve kedi gibi diger bazi tiirlerde kusak (zonary)
plasenta goriiliir, plasental tutunma tlim konseptusu satacak sekilde ekvatoryal
sirkiiler bir band lizerinde gerceklesir. Koyun ve inek gibi gevis getiren memelilerde
bulunan kotiledonar plasentada villus yapilar:1 topluluk seklindedir, uterus
endometriyumuna bircok ayri bolge seklinde baglanmis olan plasental kotiledonlari
icerir.

Koyun, ke¢i veya inek gibi gevis getiren memeliler, domuzlar ve atlarda
endometriyum biitlinliigiinii korur ve bu nedenle de trofoblast hiicreleri uterus epiteli
ile direkt iliskili griiniir. Bu tip plasenta epiteliyo-koryal tip plasenta olup maternal
ve fotal kan arasinda 6 hiicre tabakas: yer alir. Bu yiizden bu tip plasentada fotal ve_
maternal dokulaun birbirinden izole olmasi séz konusudur ki bu durum hem
immiinolojik problemleri hem de fotal hiicrelerin matemal organizmaya gegisini
azaltir,

Karnivor (et¢il) memelilerde bulunan endoteliyokoryal plasentada uterus
epiteli zamanla asinir. Sonucta fotal ve maternal endotel hiicreleri sadece trofoblast
tabakalart ile biribirinden aynlu. Bu tip plasentalar | ya da 2 trofoblast tabakas:



unmasina  gore endoteliyomonokoryal ya da endoteliyodikoryal —olarak

.. Villiyi kaplayan trofoblast hiicre tabaka yapisi ve direkt iliskide oldugu
‘maternal hiicrelerin tipi tilrler arasinda degisiklik gosterir. Bu farkliliklar plasental
- gmiflama igin diger bir kriterdir (27). Kemirgen ve primatlarda uterus epiteli
(endometriyum) Syle aginur ki maternal kan trofoblast yiizeyiyle direkt kontakt kurar.
- Bu hemokoryal tip plasentadir. Bu plasentalar plasentanin en ince kismundaki
- trofoblast hiicrelerinin tabaka sayisina bagh olarak hemomono, hemodi yada
" hemotrikotyal olarak  siniflandirtlilar (28). Insan plasentasinda tek bir
sinsisyotrofoblast ~ tabakasi olup bu ylizden de hemomonokoryal —olarak
ainiflandirlirken, kemirgen plasentasinda 3 tabakali bir trofoblast bolgesi yer alir ve
hemotrikoryal olarak sinsflandirbir (Sekil 2.2.1) (29). Hemokoryal plasenta tipinde,
0,-CO, degisimi igin maternal kan ile trofoblast arasinda direkt iliski vardar.
Hemokoryal plasentanin belirgin avantajlar1 olmasina ragmen birgok dezavantaji da
bulunur; dogumda asin kanama ihtimali veya eritroblastozis fotalis gibi durumlarda
oldugu gibi fetiisten maternal or ganizmaya dogru daha kolay hiicre gegisi s6z konusu
olabilir (30, 31 32).

Insan plasentasi
Matemal kan destedi

- By - sinsisyal trofoblast tabakas:

[_] ) @ | sitofrofoblast
Fital kan dested

Sican plasentasi
Matemnal kan destefl

[ -, & | sitotrofoblast

- - @B ||sinsisyal rofoblast tabakasi

konneksin 26/ gap junktion

sinsisyal trofoblast tabakasi
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Sekil 2.2.1. Hemomonokoryal ve hemotrikoryal tip plasentalarda trofoblastik
hiicre kati gériiniimleri (29)

Fétal kan destefji

insan ve sican plasentalan plasental membranlarn  ayni orijinden

kaynakianmasindan dolayl koryoallantoyik olarak simflandirilir (22).  Bu tip
plasentalarda koryonu destekleyen damarlar allantoyik divertikuluma eslik edefi
mezodermden koken alir dolayisiyla bu koryon tarafindan olusturulan plasenta
koryoallantoyik tiptedir.




2.3, insan Plasentasinin Gelismesi ve Yapisi
2.3.1. Desidua

Yumurta hiicresinin déllenmesi ile bitlikte, korpus luteumun progesteron
hormonu ve trofoblastlarin etkisi altinda endometriyum sekresyon fazi ile gebelige
hazulanr Endometriyumun pars fonksiyonalis’inde kuvvetli kivniimalar gosteren
kismen de kistik olarak genisleyen bezlerin salgis: artar. Stroma hiicrelerinin bazilari
¢ok biiyiir, ve gogunlukla cok gekirdekli desidua hiicrelerine degisir. Endometriyumda
ortaya gikan bu degisiklikler embriyonun implantasyonu ile birinci hafta sonunda
asagi yukan 1 cm kalnhia varu. Uterus mukozasmin tiimiinde gorillen bu
degisiklikler ve gerceklesen implantasyon sonucunda endometriyumda 3 farkli bolge
olusur (33);

a) Desidua Bazalis: Implantasyon bolgesinde, zona kompakta ve zona
spongiyoza’y: genis olarak igine alw ve plasentanin anneye ait bazal plak boliimiinii
yapar. Bezlet ve kan damarlarindan zengindir

b) Desidua Kapsiilaris: Embriyonun uterus bosluguna bakan tarafinda olup
zona kompakta’dan olusur. Icinde kan damarlart ve tek tek bezler vardir. Desidua
pariyetalis ile devam eder. Amniyon kesesi ve koryonun gittikge artan yayilmas ile
atrofik hale gelir ve 3. ayda kalinlif1 1 mm’ye kadar iner.

¢) Desidua Pariyetalis: Baslangicta tipik gebelik mukozasi gbriiniimiinde
olup 4. aya kadar 1 cm kalinhiga erisir. Bu aydan itibaren desidua pariyetalis uterusun
biiyiimesinden dolay1 yayilir. Ancak dol kesesinin yaptif1 basing ve kismen de
beslenme kosullarinin bozulmas ile giderek artan atrofik degisiklikler gosterir,

Desidua kapsiilaris ve desidua pariyetalis 3. ayin sonuna kadar birbirlerinden
uterus boslugunun dar bir yarig ile aynhr. Fakat uterus yayilmasinn artist sonucu
birbirleriyle temas ederek yapisular ve uterus boglufu ortadan kalkar. Desidua
kapsiilaris gebeligin son 3 ayinda bozularak kaybolur ve desidua pariyetalis ile
sinurlanit. Béylece amniyon ve koryon’la birlikte 2 mm kalmlifinda bir zar olusturur.
Bu da, dogumda plasenta ile birlikte atilr.

2.3.2. Bazal Plagin Gelismesi

Bazal plak, intervillsz aralifin maternal yiiziinii olusturur; maternal ve fotal
plasenta yiizlerin iliskide bulundugu en tnemli kisimlardar. Implante olan blastosistte
bazal plagin ilk 6nciisii lakiiner sistemi endometriyal dokulardan ayiran trofoblastik
kabuktur. Blastosistin invazif yiizeyi, trofoblastik kabuk, diiz bir satth olmayip,
endometriyal bag dokusu ile interdigitasyonlar yapabilen diizensiz bir yapidir.
mplantasyon siirecinde trofoblastik kabuk, sitotrofoblast tomurcuklar: ile bunlarin
doniisiimii olan sinsisyotrofoblastlardan olugur (33).

lletleyen gebelik giinlerinde trofoblastik kabuk ile endometriyumu ayirar
keskin sinir ortadan kalkar ve bu tarihten itibaren trofoblastik kabuk, bazal plak
olarak anilmaya baglar Bu terim, anne tarafi yiizden intervilldz araliga bakan
maternal dokular ile buna yapisik tiim difer maternal ve fotal dokulart kapsar.




Bazal plakta, morfolojik diizensizlik nedeniyle diizenli bir tabakalanmanin
goriilmesi hemen hemen imkansizdir. Bununla beraber ikinci ve tiglincll trimesterlere
ait plasentalarda bazal plak yaprakiarini bazale dogru sdyle siralayabiliriz:

a) Sinsisyotrofoblastik yaprak
b) I ara madde hatts

¢) Sitotrofoblastik yaprak

d) 1. ara madde hatt:

e) Desidual hiicreler

Sinsisyotrofoblastik yaprak, intervilloz alan ile temas halinde oldugu hat
boyunca yerlesmistir. Ancak bir devamhlik olusturmamaktadir. L. ara madde hatts,
bazen genis bazen ok dar bir substans yaprag olarak gézlenir ve geng plasentalara
kiyasla yasli plasentalarda daha da kahndur. Sitotrofoblastik yaprak, sitotrofoblastik
hiicrelerden olusur. Termdeki plasentalarda giderek kaybolur. II. ara madde hattina
“nitabuch yatagr” da denilmektedir. Desidual hiicreler, bazal plagin en disinda yer

alirlar. Termdeki plasentalarda ¢ogunlukla nekroze olurlar (34).

2.3.3. Olgun Bazal Plak Tabakalari

Olgun bazal plagm kalinhig 100pum’den 1,5 mm’ye kadar degisebilir. Bazal
plagin erken donemlerinde olusan bircok yapisal tabaka olgunda bulunmaz.
Aragtiricilar tarafindan genellikle kabul goren bazal plak tabakalan sunlardir (35, 36).

2.3.3.1. Rohr’un Fibrinoid Tabakasi

Sinsisyotrofoblastin tamamen yok oldugu alanlar ve rohr’un  fibrinoid
tabakasin olusturdugu ic tabakadu. Bazal tabaka i¢ yiizeyini endotel kaplamaz.
Sadece, fibrinoid icine yerlesik tek tek gozlenebilen yiizeysel stroma hiicreleri
bulunabilir (37, 38).

2.3.3.2. Sinsisyotrofoblast Tabaka
Siirekli olmayan bir tabakadw. Sadece sinsisyumun bulundufu alanlarda
vardir, bazal plagin diger alanlarinda bulunmaz (37).

2.3.3.3. Heterojen Doku Tabakasi

Bag dokusunun biiyiik kismi maternal orijinlidir. Endometriyal stromada gok
dalli fibroblast benzeri hiicreler ile makrofajlar vardir. Burada maternal bag dokusu
bulundugundan, desidualizasyon goriilebilir.  Bazen fotal orijinli hiicrelere de
rastlanilir (35) Bu tabakadaki desidual hiicreler, degisik say1 ve durumda goriiliirler.
Bu hiicreler, daha ¢ok fibrillar ve fibrinoid materyalden yapilmis hiicre dis1 lamina ile
cevrilidir (38).

2.3.3.4. Nitabuch’un Fibrinoid Tabakas !-,
Nitabuch’un fibrinoid tabakasi, bir ag seklinde ve lamelli bir yapidadir. Rohr
fibrinoidi ile kaynagabilir. Bir sitotrofoblast tabaka ile desiduadan ayrihir.

2.3.3.5. Bazal Plagin Dip Tabakas:
Dogum esnasinda plasentanin plasental yataktan ayrilmasi genellikle nitabuch
hatt: boyunca olmaz, daha derinden olur. Bu nedenle bazal plagin tabamna bazi




dokular eklenit ve bazal plagin dip tabakasini olustururlar. Bu tabakay: olusturan
elemaniar, desidua hiicreleri ve endometriyumun stromal difer elemanliaridir. Bunlara
ek olarak, sitotrofoblast hiicreler de bulunabilir (39).

2.3.4. Koryon ve Plasentanin Gelismesi

Koryonik plagin gelismesi, post koitum 8 giinde implante olan blastosistin
sinsisyotrofoblastinda ilk lakiinalar goriiliir goriilmez baglar. Plasentanin temelini
olusturan ve amniyon Zzarnin disinda bulunan koryon, baglangicta sadece
sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblasttan olusmustur. Ekstraembriyonik mezengimin
gelisip blastosist kavitesinin sitotrofoblast yiizeyini kaplamasiyla beraber, primer
koryonik plak, mezensim, sito- ve sinsisyotrofoblasttan olugan lig tabakal: seklini alir
Lakiinalari ayiran trofoblastik trabekiiller genisleyen lakiiner sistemin i¢ine dogru
prolifere olarak ilk villuslari meydana getirir. Bundan dolay: trabekiilalar villus
kokleri olarak adlandinlir. Primer koryonik plak tabakalari miyada kadar aynen kalir.
Ancak, pekgok odakta olan doku dejencrasyonunu takiben fibrinoid depolanmasi bu
mimariyi bozar. Bu materyalin, intervilloz araliktaki kamn pihtilasmasindan orijin
aldip1 diisiiniilmekteir. Koryonik plagin sinsisyotrofoblastik ortiisii, gebelifin erken
doneminde genellikle langhans fibrinoidi ile yer degistirir (37).

2.3.4.1. Koryonik Villuslarin Olusum Evreleri

a) Lakiiner Evre: Embriyo’nun implante oldugu bolgede 9. giinde
sitotrofoblast’lardan farklilasan sinsisyotrofoblast’larin tiimii ¢anaga benzer bir yapi
olusturur. Bu hiicreler arasinda yer yer olusan ufak bosluklar birleserek, diizensiz
siirlt oldukea biiyiik trofoblast lakiinlerini yaparlar. Lakiinlerin ortaya ¢ikmasi ile
sinsisyotrofoblast’lar yer yet trabekiil veya stitun goriiniimiinii alir Bunlarin igine de
sitotrofoblastlar yerlesir. Bu arada uterus damarlari genisleyerek kanla dolu sinuslan
olusturur. Sinsisyotrofoblast’lardan olusan trabekiil’ler endomeiriyum derinliklerine
ilerler ve damar duvarlanim bozarak damar endoteli engelini kaldirirlar Boylece
birgok yerde anne kani lakiinler icine girer.

b) Primer Villus: 11-12. giinlerde sinsisyotrofoblast’larin yaptig1 trabekiiler
yapilar 1sinsal olarak ilerlerken, sititrofoblastlar da trabekiiller icine dogru girer ve
parmaksi ¢ikinti goriiniimiinde ve dista sinsisyotrofoblastlar, igte sitotrofoblastlardan
ibaret primer villus’lar olustururlar.

¢) Sekonder Villus: 15-16. giinlerde primer villuslara mezoderm hiicrelerinin
girmesi ile sekonder villus'lar olusur. Bu durumda villus'ta en igte heniiz
farklilasmanis mezenkim hiicreleri iceren mezoderm, diginda da sito ve
sinsisyotrofoblast tabakalar butunur.

d) Tersiyer Villus: 18. giinde sekonder villus stromasinda kan odaklar: ve
damar taslaklari goriiliir. Bu damarlar daha sonra embriyo damarlarina baglanirlgr

Normal insan plasenta’sinmn koryon villus’lar 6.haftadan baslayarak doguma
kadar siirekli yapisal degisiklikler gosterir. Baglangicta her tarafta var olan villus’lat
3. aydan itibaren biiyliyen embriyo’'nun yaptif: basmgla ilk olarak desidua
kapsiilaris'in altinda kalan bolgede kaybolmaya baslar. Tabanda tam ve gelismis
olarak bulunan koryon villus’lart koryon frondozum’u olustururken, difer




bolgelerdekiler atrofik hale gecerler ve koryon leve’yi yaparlar. Koryon
frondosum’dan plasenta’min fotal kismm gelisir.

2.4. Olgun Plasenta’nin Yapisi

Implantasyon’un tamamlanmasindan 7-8 giin sonra plasenta gelismeye baslar.
5. aya kadar insan plasentas: biitiin organizasyonu yani fonksiyonu, bicimi ve
bityiikligii ile tam bir olgunluga erisir. Bu durumunu gebeligin sonuna kadar korar
(Sekil 2.4.1) (40).

Olgun plasentada iki ayr1 boliim vardur;

1-Fétal kisim (koryon plagi)
2-Anneye ait kisim

2.4.1. Fotal Kisim

Koryon villus’laninin olusturdugu bu boliim fetiisa ait olup koryon
frondosum’dan gelisir. Yapinin fotal yiizii amniyon epiteli ile, intervillz bosluga
bakan yiizii ise sinsisyotrofoblast ve sitotrofoblast hiicrelerinin olugturdugu tabaka ile
ortiiliidiir

Her koryon agaccigindaki kan dolasmm, bir arter ve bir venden olugan kapal1
bir sistemdir. Anneden gelen temiz kan uterusun spiral arterleri ile bazal plaga girer.
Oldukca diizenli araliklarla intervillsz bogluklara agilan bu arterlerin liimenleri
acilma yerlerine dogru daralu. Temiz kan intervilloz bogluklara yilksek basingla
dokiliir ve koryon agagciginda bulunan kiiciik villuslara garpar. Bu arada koryon
villus’lann venlerinde degisik araliklarla bulunan kas sfinkterlerinin sikismasi ile
villus'taki kan ileri dogru itilir ve villus’larm diklesmesi saglanir.

6. haftadan doguma kadar gecen siire icinde devamli yapisal degisiklikler
gosteren olgun villus’lann ortasinda gevsek, ince bir stroma bulunur. Villus’larin iist
yiizii distan sinsisyotrofoblast icten de sitotrofoblastlarin olusturdugu iki katls hiicre
tabakas: ile ortiiliidiir. Stroma’da prekollajen, kollajen lifler ve amorf madde arasinda
dagilmus fibroblast’lar, plazma hiicreleri, retikulum hiicreleri ve ara hiicreler yaninda
oldukga biiyiik, ¢ogu yuvarlak olup i¢inde vakuoller bulunan hofbauver hiicreleri
vardy Farklilasmamis mezenkim hiicrelerinden kokenini alan bu hiicreler yer yer
sitoplazmik ¢ikintilara sahiptirler. 4. aydan sonra sayilar1 giderek artan bu hiicrelerin
sitoplazmik uzantilan da azalir. Fagositoz yaptig1 bilinen hofbauer hiicreleri damar
olusmasiyla yakindan ilgilidir. Gebelik siiresi ilerleyip villuslarda damarlanmalarin
olusmasiyla bu hiicrelerin sayilatt da azalu.

4 aydan sonra sitotrofoblast’lar giderek azali, bazi alanlarda
sinsisyotrofoblast’lar tek bagma villuslari 6rter. Bu hiicrelerin cekirdekleri bir sira
halinde olmakla beraber diizensiz olarak dagildiindan baz: yerlerde bir arada, bazy”
verlerde de birbirlerinden ayn olarak bulunurlar.

2.4.2. Anneye Ait Kisim

Anneye ait olan bu kisum, intervilloz bosluklan cevreleyen trofoblast’lar,
plasental septumlar ve bazal plak’tan (desidua bazalis) olusur. Plasental septalar,
fibrinoid ve gesitli hiicrelerden meydana gelmis, bazal plaktan intervilloz aralifa




dogru uzanan, highbir zaman koryonik plaga ulasmayan ve plasental villus agacint tam
polmeyen diizensiz yapilardir  Plasental septalarin  olusmasi, gelismenin 6-8.
haftalarnindan itibaren belirii, gebelik yasina bagli olarak gelisitler. Septalar, tabandan
yukartya dogru uzanan “dikit”ler gibi dusiinilmelidir. Bazal plak biiylimesine uterus
duvan uyum saglayamaz, bazal plak veya plasental taban katlantilar yaparak septalar:
olusturur (37).

Villéz aralik i¢ine dogru uzanan, plasental villus agacini kismen bolmelere
ayiran septalar, ayni zamanda demirleyici villuslarin tutundukiar ¢ikintilar olarak da
kabul edilir. Septalarin olusmaya basladig1 6-8. haftalarda, yapiy: olusturan hiiciesel
elemanlar sitotrofoblast ve onun ¢ok niikleuslu dev hiicreleri, desidual hiicreler ile
septalarin Uist kenarlarma tutunmus, demirleyici villuslar ve onlann sinsisyo ve
sitotrofoblast hiicreleridir.
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Sekil 2.4.1. Insan plasentasinin termdeki gériiniimii (40)

2.5. Sican Plasentanin Gelisimi, Yapisi, insan Plasentast ile
Benzerlikleri ve Farkhihklar

Sicanlar kemirgen ailesinin bir lyesidir Rattus norvegicus tirii sicanfarin
agirliklan 200-400 gr arasinda degisir, uteruslar: iki boynuzlu (bikornat) olup dstrus
stireleri 20 saat civarindadir. Gebelik siiresi genelde 22 glin olup yavru sayis: 2 ile
22 arasinda degisebilir (41) Sican ve fare gibi kemirgen ailesinin iki iyesi i¢in
plasental gelisimin detaylan ©yle benzerdir ki ikisi birlikte diisiiniilebilir. Her iki
tiirdeki birbirlerine son derece benzerlik gdsteren plasental gelisim siirecinin sadece
stireler1 farklilik gbsterir Ayni olaylar sicanda fareye gore biraz daha geg gergeklesir
Clinkii gebelik siiresi sicanda yaklasik 21 giin iken farede 19 giin kadardir (42).
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2.5.1. Gelisimi
Siganlarda genel olarak gebeligin 1. glinlinde zigotik, 1-2. giinlerde 2 hiicreli,

3. giinde morula ve 4. giin civarinda blastosist evreleri gortliir 4. giinlin sonunda
plastosist trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicte kitlesine (THK) farkhlasit 5. giinde TE
tabakasi, trofoektoderm hiicrelerinin  i¢  hiicre kitlesine komsuluk yapip
yapmamalarina - gore 2 bolgeye aynln: mural ve polar trofoblastlar. Polar
trofoblastlar i¢ hiicre kitlesinin iizerinde yer alir, mural trofoblastlar ise blastosoli
cevreler (Sekil 25 1.1) (41). Postimplantasyon eviesinde trofocktoderm hiicrelerinin
bu her iki grubunun kaderleri farklidir. Ancak her ikisi de trofoblast dev hiicrelerini

meydana getirir

Sican plasentasy onunon erken salhalar
2 hiiereli satha 1-2.giin

Zona pellusida

Zona pellusida Morula safhast 3.giin

f¢ hiiere kitlesi Blastosist 4.giin
Trofoektoderm

Polar trofoektoderm

i Embriyonik ektoderm 2 o
|K ~? Embrivonik endoderm Blastosist 5 glin

~Mural trofoektoderm

Sekil 2.5.1.1. Sican plasentasyonunun erken safhalari (41)

Sicanlarda embriyo implantasyonu uterusun antimezometriyal kismuinda
gergeklesit.  Final plasenta mezometriyal bolgede olusur. Zaman icerisinde sican
uteroplasental kompleksi farkh morfolojik tabakalar gelistirir (Sekil 2.5 1.2) (43),

(Sekil 2.5.1.3) (42, 44).
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Sekil 2.5.1.2. Sigan plasentasinin gelisimi (43)
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Sicanlarda implantasyon, genellikle 5. giiniin sonunda blastosistin desidual
kriptaya yetlesimiyle baslar (45). Desidual kriptalar, uterus liimeninin
antimezometriyal bolgesindeki sig ¢ukurlart seklindedir. Definitif (olgun) plasenta
mezometriyal bolgeye dogru olusur ve o bilgede varligin siirdiiriir.

Preimplantasyon evresinde IHK’den uzaktaki mural trofoblastlar, primer
trofoblast dev hiicre olusumunu baglatabilmek icin bdliinmelerini durdururlar ancak
DNAlanm replike etmeye devam edetler (46). Implantasyon sonrasinda primer
trofoblast dev hiicreleri komsuluk yaptift maternal endometriyumu asindirarak
embriyonun periferinde anastomozlasan kan siniisleri agmnimn olusmasinda yardimci
olur Bu kan siniisleri tek bir hiicre tabakas: seklinde yapilanmis olan trofoblast dev
hiicreleri ile birlikte Reichert membramt komsulugunda dizilirler Bu hiicreler
embriyonun gelisimini saglayan definitif (olgun) koryoallantoyik plasenta
olusmasindan dnceki eviede embriyonik béigeye besin ve O, gecisini kolaylastumak
icin ozellesmistir, oldukca diiz ve pencerelidir Primer trofoblast dev hiicreleri
definitif (olgun) plasentaya katilmazlar,

Zit olarak, polar trofoektoderm alttaki THK’ nin iirettigi fibroblast biiyiime
fakedrii 4 (FGF4)’iin etkisiyle proliferatif fazda tutulur. Prolifere olan polar
trofoektoderm, THK'yi blastosolik kaviteye iterek gelisimin yumurta silindiri (egg
cyclinder) denilen safthasimi olusturur. Bu hiicreler apikal olarak gogeder,
birbirlerinin iizerine yifilirlar ve implantasyondan sonta 7.5 giin civarnda 2
ckstraembriyonik yapiy: olustururlar. Bunlardan biti ektoplasental koni (EPK) digeri
ise ekstraembriyonik ektodermdir. EPK, sekonder trofoblast dev hiicreleri ve daha
sonra koryoallantoyik plasentanin spongiyotrofoblastini olusturuilar. Sekonder
trofoblast dev hiicreleri ektoplasental koninin sinmindaki trofoblast hiicrelerinin
bltinmeyi durdururak DNAlanm siirekli replike (endoreduplikasyon) etmeleri
sonucu olusurlar  Sekonder trofoblast dev hiicreleri konseptusu cevielemek iizere
goc ederler ve baglant: zonunun maternal yiizeyini simiriarlar,

IHK igerisinde gelisen primitif endoderm hiicreleri blastosdl boslugunu
dosemek iizere mural trofoektodermin i¢ ylizeyi lizerine go¢ ederler ve pariyetal
endodermi olustururlar Diger taraftan yumurta silindirinin {izerindeki primitif
endoderm hiicreleri visseral endodermi olusturur. Bu iki hiicte tipi morfolojik olarak
oldukga farkhidir, pariyetal endoderm hiicreleri kiiciik-i§ sekilli hiicrelerdir,
ckstraseliiler matriks salgilayarak pariyetal yolk sak iizerinde aktif olarak gog ederler.
Visseral endoderm hiicreleri ise yumurta silindirinin yiizeyi iizerinde prizmatik bir
epitel tabakasi olustururlar (Sekil 2 5.1.3a) (42) ve (Sekil 2.5.1 3b) (44)

Pariyetal endoderm, Reichert membram denilen sadece kemirgenlerde goriilen
kollajen, laminin ve distroglikanca zengin kalin bir bazal membran tabakasi salgilar
(47). Reichert membrani, pariyetal endoderm hiicreleri ve trofoblast dev hiicrelep
arasinda homojen bir membran olarak fonksiyon goriit. Bir bazal membranmn tiim
morfolojik ve biyokimyasal 6zelliklerine sahip olan bu yapi muhtemelen koruyucu bir
tabaka olarak davranir (48, 49, 50). Maternal/f6tal yilizeyin biitiinliiSiiniin saglanmast
ve etken postimplantasyon periyodunda difiizyonal maternal kokenli besinler icin
karsilikli degisim tabakasimn: olusturur. Sicanda yolk sak’in pariyetal endodermi ile
dogeli trofoblasti maternal kan ile yikanir. Trofoblast dev hiicreleri, Reichert

12




membrant ve pariyetal endodermi iceren bu yapilar pariyetal yolk saki olusturur
Pariyetal yolk sak plasental fonksiyon goren en etken yapidir Postimplantasyon
evresindeki embriyoda pariyetal yolk sak uterus ile direkt olarak kontakt kuran
ckstraembriyonik membrandir. Gebeligin geg donemlerinde trofoblast, pariyetal
endoderm ve tlizerindeki maternal doku dejenere olur boylece visseral endoderm
uterus liimenine acik duruma gelir, bu yapi inverted yolk sak plasenta adini alir.

Blastosist E45 E73 EPK detayi

olar TE 1
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N e ff & . perferal
TRIOP W™ sl KOS 5 hucreler
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Sekil 2.5.1.3a,b. Sigan ve farede plasental gelisim a: Sigan plasentasinin, b:
7 5 giinliik fare plasentasimin sematik goriiniimii (42, 44)

2.5.2. Yapisi
Sicanlarda 12, giin civaunda plasenta arttk tamamen olugmus ve
fonksiyoneldir Gebeligin ikinci yarisinda gozlenen ve tamamen olusmus ofan

bu plasentada hiicresel dzelliklere bagli olarak embriyodan maternal bélgelere dogru
4 kasim goriiliir (51, 52, 53). (Sekil 2 52 1) (41) ve (Sekil 2.5.2.2) (54).

1-1 abirent

2-Spongiyotrofoblast

3-Trofoblast dev hiicreleri

4-Desidua katmani

it

;{fﬂ rak

membrani \

Sekil 2.5.2.1. Siganlarda term plasentanin genel gériiniimi (41)
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Sekil 2.5.2.2. Gebeligin ge¢ donemlerinde olan sican uteroplasental yapisinin
sematik gdriiniimii (54)

1-Labirent: Plasentanin fotal ve maternal kisimlarinin kaynastigt bir alandir
Yavruya ait damarlar ve anne kanimn karst karstya bulundugu bir bolgedit Bu
katman koryo-allantoyik plasenta bariyerini olusturan bolumdir (51, 52, 53} Sican
plasentanin labirent tabakasi E8.5da olusmaya baslar Besin ve gaz degisimi igin genis
yizey alani saglayabilmek amaciyla dallanma gosteren bir yapi seklindedir.

Bu bdlgede 2-3 sirali epitel hiicre kordonlart seklinde diizenlenmis trofoblast
hiicreleni anne kani ile kars: karsiyadir. Mezensim hiicreleri yavruya ait damarlarin
cevresinde yogunlasmistut Bu bdlge icinde mateinal ve f6tal kan birbirinden bagimsiz
bir sekilde sirkiilasyondayken diger taraftan ayni zamanda iki taraf arasinda fizyolojik
degisime izin verir (55} (Sekil 2.5.2.3) (29) ve (Sekil 2.5 2 4) (41),

Sican plasentasi
Maternal kan destegi
{["al ] [ = sitotrofoblast

- on o= sinsisyal trofoblast tabakas:
e S
; 1) 1l [ | I,f
L- o W sinsisyal trofoblast tabakasi

konneksin 26/ gap junktion

Fétal kan dested:

Sekil 2.5.2 3. 3 sira halinde diizenlenmis labirent trofoblast hiicreleri (29)



Sekil 2.5.2.4. Gebeligin 17 giiniinde labirentin detayll goriinimii. Sekilde
maternal kana ait niikleussuz eritrositler (cift oklarla) ile nitkieustu
fotal eritrositler (tek oklarla) goriilmektedir (41)

: 'L'abirent degisim alani z1t akim prensibine gére kurulur Bundan dolay: kiigiik
aternal kan kapilerlerindeki kan fotoplasental dolasimda kapiler kan akimma zit

ide akar. Bu katmanin hiicresel ozellikleri gebelik boyunca degigkenlik gosterir
,56,57)

© Gebeligin son giinlerinde mezensim doku ve trofoblast hiicrelerinin
miktarindaki azalma ile yavruya ait damarlarin endotel hiicreleri anne kam ile temas
eder ve iliski en ileri diizeye ulasir .

. 2-Spongiyotrofoblast: Fotal kisma ait damariatin bulunmadigi, sadece
anneye ait damarlarin yer aldig: katman olarak bilinir. Diger adi trofospongiyum
olan spongiyotrofoblastlar, glikojen hiicreleti ve dev hiicreler baglanti zonu olarak
adlandinlu (51, 52, 53, 55, 58) (Sekil 2 5.2.5) (41).

Gelisimin erken postimplantasyon evrelerinde ektoplasental konideki
. trofoblast hiicreleri, koryon ve trofoblast dev hiicrelerinin dis tabakasi arasinda uzanir.
~Gen ekspresyon ¢alismalars  ektoplasental koni hiicrelerinin  daha sonra
- spongiyotrofoblastlara déniistiigiinii gdstermektedir Gmegin Tpbp/4311 ve Flt-1 (59)
- genleri ektoplasental koni ve spongiyotrofoblastia eksprese edilir ama trofoblast dev
~ hiicreleri, ekstraembriyonik ektoderm ya da labirentte eksprese edilmez

Polar trofocktodermin olusturdufu  ektoplasental boslugu  déseyen
- ekstraembriyonik ektoderm, ekstraembriyonik mezoderm kékenli allantoyis ile
birlikte definitif (olgun) plasentayr olusturur. ElO.glin civarinda ektoplasental
koninin genislemesi ve diizlesmesi sonucu uterusa dogru labirent tabakasinin
komsulugunda yer alan spongiyotrofoblast tabakasi olusmaya baglar.
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Sekil 2.5.2.5. Gebeligin 15 giiniinde spongiyotrofoblast tabakasinda agtk boyanan glikojen
hiicreleri (GH) ve maternal duvarlara invaze olan trofoblastik dev hiicreler
(oklarla) gorinmektedir (41)

Bu boélge fotal kan icermez ama labirentin igine ve disina maternal kan
tastyan ve zigot kokenli trofoblast hiicrelerinin dosedigi maternal kan kanallart bu
bélgenin icerisinden gecer (22, 55, 60).

Spongiyotrofoblast hiicreleri plasental laktojen gibi hormonlar, proliferin gibi
anjiyogenik faktorler, VEGF (61) matriks metalloproteinazlar (MMP) gibi doku
yeniden sekillenme faktérleri (62) ve tirokinaz tip plazminojen aktivator (uPA) gibi
birgok gen iiriinii tiretirler. Bu hiicrelerin protein hormonlar sentezlemelerinden dolayi
bunlarin maternal metabolizmay: etkiledikleri diistiniilmektedir.

E13’ ten sonta glikojen trofoblast hiicreleri sican plasentasinda gruplar
halinde goritlmeye baglar (27) Bunlar olduk¢a vakuolli hiicrelerdir, biiyik
miktarlarda glikojen igerirler, sitoplazmalani agik goriinlit  Spongiyotrofoblast
hiicrelerinin karakteristifi olan genler eksprese etmeleri Srnegin Tpbp/4311, bunlatin
spongiyotrofoblast hiicresinin farkliasmis bir ait tipi oldugunu gdsterir.

Glikojen hiicrelerinin sayisi gebeligin farkll evrelerinde degisir E13-16.
giinlerde spongiyotrofoblast hacminin yaklasik %50 si ve E17-18. gilinlerde %25 ini
olustururken E19-21 giinlerde sadece birkag glikojen hiicresi saptanabilmigtir. Geg
gebelik boyunca sayilarindaki dramatik azalmanin hiicre oliimiinden mi yoksa
desidua bazalise dereceli olarak invazyonlarindan mi ya da her ikisi nedeniyle mi
oldugu heniiz tam anlasilabilmis degildir.

Sican plasentas: glikojen hiicrelerinin IGF2 gibi protein yapidaki hormonlar:
senteziemeleri ve salgilamalari gercedi foto-maternal etkilesimlen
etkileyebileceklerini gostermektedir (63,64). Ayrica, bu hiicreler
spongiyotrofoblastlarin salgilama davranislarmi etkileyebilirler glinkii onlarla yakin
etkilesim icindediiler ve trofoblastlarca salgilanan plasental laktojen h011nonunun bir
indiikleyicisi olarak salgilanan calcyclin proteinini eksprese ederler.



- 3-Trofoblast Dev Hiicreleri: Gelisim boyunca ilk farklilasan hiicreler olup
jri boyutlart ve yiiksek DNA miktarlartyla tammlanmislardir. Endoreduplikasyon adi
verilen olayla mitoz gergeklesmeksizin birgok defa DNA  replikasyonu
_.gergeklestuerek poliploid bir yapt kazanurlar (65). Trofoblast dev hiicreleri
-szpiantasyon zamaninda invaziv hiicrelere farklilagirlar; uterus epitel hiicrelerini
fagosite ederler, uterus stiomasina penetre olarak maternal kan ile vaskiiler
'baglantilar yaparlar. Insanlarda hiicre invazyonuna aracilik eden hiicre adezyon
olekiilleri ve matriks degrade eden proteinler si¢anlarda trofoblast dev hiicrelerince
eksprese edilir (9). Daha sonia annede lokal immiin sistem, ovaryum, metabolizma
ve kan hiicresi iiretimini diizenleyen bazi sitokinler ve hormonlar iiretirler (66).
Gebeligin devami ve koryoallantoyik plasentanin olusumu, vaskiilarizasyonu icin
“‘gereken plasental laktojenler, proliferinler ve proliferin iliskili proteinler gibi
" hormonlar ve bilyiime faktdrleri eksprese ederler. insanlarda invaziv ekstravilloz
* sitotrofoblast hiicreleri ve siganlarda trofoblast dev hiicreleri matriks parcalayan
~ enzim MMP9, hiicte adezyon molekiilii a1f1 integrin (67) ve transkripsiyon faktrii
. Stral3 ekspresyonunu paylasirlar.

4-Desidua katmami: Gebeligin etken donemlerinde endometriyumda
sekillenen desidua hiicreleri katmanidir. Gebeligin son dénemlerinde bu katmanin
fibrotik ve atrofik bir yap:1 kazandi§ goriiliir.

2.5.3. Insan Plasentas ile Benzerlikleri ve Farkhliklar:
2.5.3.1. Siniflandirma

Sigan ve insan plasentalar1 fotal plasenta/labirentin sekli nedeniyle her iki
tiirde diskoid olarak simiflandirihir. Sicanlar tek bir kotiledona sahiptir oysaki
insanlar ¢oklu kotiledonlara sahiptir, bunlar tek bir diske benzeyen saZlam bir demet
olusturuslar.

Her iki plasenta tipi de koryo-allantoyiktir. Maternal ve fbtal yapilar
arasindaki tabaka sayisina gore sigan hemotrikoryal, insan ise hemomonokoryal
plasentaya sahiptir (Sekil 2.5.3.5.1) (68).

Siganlarda yolk sak konseptiisiin temel ekstracmbiiyonik membram olarak
tim fetiisii cevreler Bu, koryoallantoyik plasenta olgunlasana kadar tek degisim
yapisidir ve gebelifin ge¢ donemine kadar temel degisim tabakasi ve koruyucu
tabaka olarak devam eder. Insanda yolk sak fetiisii cevrelemez, sadece birkag hafta
varlifins siirdiiriir ve degisim fonksiyonunda biiyiik dlgiide kalintidir,

2.5.3.2. invazyon

Insan ve sigan plasentasinda genel olarak 2 tip invazyon goriiliir ;
endovaskiiler ve intersisyal invazyon (22). Trofoblast dev hiicre-spesifik gen PIf
(proliferin kodlar) eksprese eden trofoblast dev hiicreleri maternal spiral arterler ile”
iligkiye gecerek etken post-implantasyon periyodu boyunca invaze olurlar Bu
endovaskiiler invazyon olarak adlandirilr. Zit olarak glikojen trofoblast hiicreleri
E13ten sonra maternal desiduanin intersisyumuna yayilur ve spiral arterlerle yakin
iliski gdstermez. Bu ise intersisyal invazyondur.
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insanlarda, uterusa trofoblast hiicre invazyonunun iki modeli oldugu kabul
edilmektedir: gebeligin 15. haftasindan 6nce desidua boyunca intersisyal invazyon ve
takibinde endovaskiiler invazyon (69). Insanlardaki bu iki tip invazyonun sicanlardaki
iki tip invazyona karsilik gelip gelmedigi acik degildir Endovaskiiler ve intersisyal
invazyonun gerceklesme sirasi zit gibi gériinmektedir.

Insan plasentasinda trofoblast invazyonu normalde miyometriyumun i¢ 3.
tabakasina kadar (daha derine degil) uzanur (55, 70) Sican plasentasinda trofoblast
invazyonu desidua bazalis boyunca goriiliir ancak miyometriyuma kadar uzadig: rapor
edilmistir (27, 60).

2.5.3.3. Dev Hiicreler ve Ekstravilloz Trofoblastlar

Sican plasentasimn en dis hiicre tabakasi implantasyona ve invazyona aracilik
eden primer trofoblast dev hiicrelerinden olusur. Insanlarda invazyon islemi invazif
ekstravilloz trofoblast hiicreleri tarafindan gerceklestirilir. Trofoblast dev hiicieleri
ekstravilloz trofoblastlara analogtur, her ikisi de poliploit ve invazivdir ve benzer gen
ekspresyonu gosterirler. Bununla birlikte kemirgen trofoblast dev hiicreleri insan
ckstravilloz sitotrofoblast hiicrelerinden daha az invaziftir Bu hiicreler
sinsisyotrofoblast hiicrelerinden farklidir, sinsisyotrofoblastlar hiicre dongiisiinden
¢tkan ve her niikleusu diploid kalarak ¢ok cekirdekli sinsisyumu olusturmak iizere
birlesen hiicreler tarafindan olusturulur.

2.5.3.4. Fotal Plasenta ve Labirent

Insan fotal plasentas: sican labirentine fonksiyonel olarak analogtur ¢linkii
buras: fotal ve maternal kamin fizyolojik degisim igin yakn iligki i¢inde dolasimda
olduklar1 bélgedir. Her iki tiirde de bu bolge fétal yiiziinde ekstraseliiler matriks
tarafindan desteklenen bir trofoblast tabakasi tarafindan sinirlanir ve koryonik plak
olarak bilinir. Koryonik plagin zit ytizeyinden koryonik villi olarak bilinen birgok
agac benzeri yap: ¢ikar Hem insan hem sigan plasentalarinda villi maternal kan ile
direkt kontaktta uzanan sinsisyotrofoblast ile kaplidir.

Iki yapi, koryonik plagin ana dallarindan olan dallanmalatinda farkliliklar
gosterirler. Insan plasentas: villéz tiptedir. Ciinkii, koryonik villi sayisiz dal ve altdal
iceren bir agaca benzer Diger taraftan sican labirentinin ana koryonik ¢ikintilarinin
dallan ¢ok daha fazla birbirine baglantihidir. Bu farkliigin bir sonucu olarak insan
fotal plasentasinda maternal kamin dolastii bosluk (intervilldz bosluk) sican
labirentinden daha genistir (27, 71, 72, 73).

2.5.3.5. Bazal Plak ve Baglanti Zonu

Insan bazal plagi ve bunun sicandaki homologu baglanti zonu, fotal
plasenta/labirentin maternal yiiziinii simular. Her iki tiirde de bu zon zigot kokenli
sitotrofoblastlar (sinsiyotrofoblast degil) icerir ama herhangi fotal kan ya da fotal kan .
damarlarn icermez.

Insanda erken gebelik siiresince ¢ok tabakali sitotrofoblastik stitunlar
morfolojik bir gradiyent gosterirler: desidua bazalise en yakin hiicreler vakuollii ve
glikojence zengindir (distal hiicreler) ve kalam (proksimal hiicreler) eozinofilik bir
sitoplazma ve disiik miktarda glikojen igerir. Bu durumda siganlardaki baglanti
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zonunun glikojen hiicreleri insan sitotrofoblastik siitunlaninin distal hiicrelerine
analog oldugu onerilebilir Benzer sekilde sican spongiyotrofoblastlari, insan
sitotrofoblastik hiicre siitunlar: proksimal trofoblastlanna analog olabilir. Bu
hipotetik senaryo 3 kamtla desteklenmektedir. Birincisi hem insan sitotrofoblastik
‘hiicre siitunlarinin proksimal hiicreleri ve hem de sigan spongiyotrofoblastlarindan
jnvaziv trofoblastlarin gelistifi belirtilmektedir:

Ornegin insanlardaki invaziv

ekstravilloz trofoblast ve sicanlardaki invaziv glikojen hiicreleri. Ikincisi, iletleyen
gebelikle birlikte siitunlann boyutlanindaki dereceli azalma ve E22-36. haftalar
arasinda kaybolmalart olay: sican glikojen hiicrelerinin geg gebelik boyunca baglanti
. zonundaki dramatik diisiislerine benzetilebilir. Bu diislis olayi, sican glikojen
hiicrelerini  olusturan spongiyotrofoblastlardaki diisiis ile iliskili bir olaydir.
Ugﬁncﬁsﬁ, insan sitotrofoblastik hiicre siitunlarinin proksimal hiicreleri-erken gebelik
donemindeki sican spongiyotrofoblastlari gibi IGF2 (63, 74) ve pS7 (64, 75) eksprese

ederler (Sekil 2 5.3.5.1) (68).

Fetils

Endovaskiiler trofoblast
dev hiicresi

[ntersisyal glikojen
trofoblast hiicresi
- Trofobllast dev
hiicresi

. Spongiyotrofeblast
Labirent
(sinsisyotrofoblast,
sitotrofoblast. stromal
kan damarlarn)

. Endovaskiiler

ekstravilloz trofobiast
intersisyal

ekstravilldz trofoblast

Sitotrofoblast
siitunu

Koryonik villi
(sinsisyotrefoblast.
villdz sitotrofoblast
stroma. kan damarlar}

Sekil 2.5.3.5.1, Insan ve sigan plasentalarinin karstlagtrmali anatomisi (68).
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2.6. Hiicre Siklusu

Hiicre siklusu, cogalmak iizere uyarilmus bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi
gecici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik degisikliklerin goriildiighi bir stirectir.
Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve genetik olarak birbitine tipa tip benzeyen iki
hiicre olusumuyla dongiiyli tamamlar.

Hiicrelerin ikiye boliinmesi, mitoz veya gonadlarda oldugu gibi mayoz ile
gerceklesir. Hiicreyi bolinmeye sevkeden sinyaller ok gesitlidir; biylime fakttrler,
sitokinler veya mitojenler gibi Hiicre bélinme sinyalini aldiinda, sinyal ileti kaskad1
adi verilen bir ileti mekanizmasi devreye girer. Bu ileti mekanizmasi transkripsiyonu,
hiicre siklusunu veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati fosforiller Boylece,
hiicre béliinme siklusuna sokularak boliinmeye sevk edilir (76).

2.6.1. Hiicre Siklusu Fazlar

Okaryotik bir hticre siklusunda 4 faz vardu: G1, S, G2 ve M. G faz1 (Sekil
2611 (0N Ingilizce gap (atalik), S sentez, M ise mitoz kelimelerinin
basharflerinden gelmektedir. G1, S ve G2 hep bitlikte interfaz olarak adlandinlir.
Hiicre siklusunun siiresi hiicreden hiicreye degisir. Drosophila embriyosu 8 dakika ile
en kisa siklus siiresine sahipken insan karaciger hiicresinin hiicre siklusu 1 yildan
bile uzun siirebilir. Okaryotik bir hiicrede inteifaz yaklasitk 23 saat, mitoz ise
yaklasik 1 saat stirmektedir. En uygun beslenme ve sicaklik kosullarinda dahi
herhangi bir hiicre ¢esidinin bdliinme siiresi sabittit Uygun olmayan kosullarda bu
siire uzayabilir Fakat hem hiicrenin optimumdan daha hizli bilylimesini hem de
optimumdan daha hizli dongiistinii saglamak olanaksizdit Her hiicrenin déngii siiresi
kusursuz bir zamanlamayla gelisecek sekilde yiirttiliir

. - Replikasyonu

Sekil 2.6.1.1. Hiicre siklusu fazlan (77)

i

2.6.1.1. GO Faz
Bir hiicrenin siklustan ayrildig: ve béliinmeyi durdutdugu zamanlar vardu. Bu,
karaciger hiicrelerinde gecici bir dinlenme periyodu seklinde olabildigi gibi, sinit
hiicreleri gibi gelisiminin son safhasina gelen ve artik bolinmeyecek olan hiicielerde
kalic1 dinlenme periyodu seklinde olabilir. Bu eviedeki hiicreler sessiz, istirahatte
olarak adlandumilir. GO fazindaki hiicrelerde farklilasma ve apoptoz olaylani
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gerceklesebilir. Insan kanindaki lenfositlerin ¢ogu GO fazindadir. Ancak, antijenle
karstlagma gibi bir uyan sonucunda tekrar hiicre siklusuna girebilirler (78, 79).

2.6.1.2. G1 Faz

Gl fazi, mitoz ve DNA r1eplikasyonu arasindaki fazdir. Bu evrede hiicreler
boyutlarim artirirlar, RNA iiretirler, protein ve ATP sentezlerler. Eger ekstraseliiler
kosullar uygun degilse hiicreler G1 faz1 boyunca ilerlemeyi durdurur ve giinlerce,
haftalarca ya da yillarca kalabilecekleri GO fazina girebilitler. Efer ekstraseliiler
kosullar uygunsa, bilyiime ve boliinme igin sinyaller varsa hiicreler G1 fazinin
bitimine yakin, mayalarda baslangic (start), memeli hiicrelerinde kontrol noktasi
(restriction point) olarak adlandmilan nokta boyunca ilerler. Bu noktayr gegen
hiicreler, hiicre bilylime ve bdliinmesini uyaran ekstrascliiler sinyaller ortadan
kaldirilsa bile DNA replikasyonuna baslar (79, 80, 81) (Sekil 2 6.1.1) (77).

2.6.1.3. S Fan

DNA miktar1 iki katina ¢ikardir (Sekil 2.6.1.1) (77) S fazi boyunca rol alan
proteinlerden birisi de PCNAdir. PCNA, ilk kez 1986 yilinda Bravo tarafindan
bulunmus ve siklin olarak adlandinlmustir. Geni 20 kromozomda yerlesiktir ve
proteini 36 kDadur. Evrim boyunca ¢ok iyi korunan bu protein hem bitkilerde hem
hayvanlarda bulunur Sicandaki aminoasit dizisi insaninkinden 261 aminoasitte
sadece 4 aminoasit farklidir PCNA, DNA polimeraz delta yardime proteini olarak
da bilinit. PCNA, DNAnin replikasyon ve tamiri igin gerekli olan enzimler icin
tastyicl platfom gorevi goriir (82). DNA sentez ve tamir olayinda rol alan DNA
polimeraz kaydiricr rolii tistlenen bir proteindir. PCNA’ya RFC-replikasyon faktorii
C baglanir. RFC-PCNA kompleksi, ATP hidrolizi ve DNA iizerinde DNA
polimerazin ilerlemesine sebep olur (83).

2.6.1.4. G2 Fazn

Hiicre bu asamada bitylimeye ve yeni proteinler sentezlemeye devam eder. Bu
eviede DNA iplikgikleri kisalu, boyanabilit-iyi goriinen kromozomlar olusur. Bu
fazin sonundaki diger bir kontrol noktas: olan G2 kontrol noktasinda hiicrenin mitoza
girmeye ve boliinmeye hazir olup olmadigi kontrol edilir (Sekil 2.6.1.1) (77).

G1 ve G2 fazlan sadece hiicrenin biiyiidiigli fazlar degildiz. Ayni zamanda
hiicre S fazina ya da mitoza girmeden &nce hiicre ici ve dist kosullan kontrol etmesine
izin verecek zaman saglarlar. Ozellikle G1 fazinmn uzunlugu dis kosullara ve diger
hiicrelerden gelecek olan ekstraseliiler sinyallere bagli olarak degisebilir (81).

2.6.1.5. M Faz

Mitoz fazi, niikleer béliinme ile baslar. Kendi iginde 4 faza aynlir: profaz,
metafaz, anafaz ve telofaz

a)Profaz: Ince uzun kromatit iplikleri seklindeki kromozomlar krvrihir, -

s

kalinlagir, goriiniir hale geger. Sentromerlerle bagl kardes kromozomlarin her birine
kromatit denir. Sentriyoller ayrilarak kutuplara gitmeye baslar. Aralarinda ig iplikleri
olugmaya baslar. Cekirdek zar: kaybolur, kromozomlar sitoplazma icine dagilir

b)Metafaz: Kromozomlar ekvatoryal diizlem {izerinde mitotik igin
mikrotiibiillerine baglanirlar, Kiigtik kromozomlar merkezde, biiyiikk kromozomlar
cevrede dizilirler. Her bir kromozomun sentromeri ikiye boliiniir.
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c)Anafaz: Bu evrede kromatitler birbirinden ayrilir ve kardes kromozomlar
olarak adlandinilular. Ig iplik¢iklerinin kasiimasiyla kardes kromozomlar kutuplara
~ uplasilar. Kardes kromozomlar kutuplara ulastig1 an anafaz biter

d)Telofaz: Kromozomlar daha az boyanmaya baslar, interfazdaki durumlarini
yeniden kazamrlar Cekirdekgik, cekirdek zari yeniden olusur.

Sitokinez denilen sitoplazmanin ikiye bdlinmesi olay1 telofazda baslar
Sitoplazma ekvatoryal diizlem tizerinde ve ig ipliklerine dik olarak bollinmeye baslar

(Sekil 2.6.1.1) (77).

2.6.2. Hiicre Siklusu Kontrol Noktalar1
Cogu hiicrede kontrol noktalan denilen noktalar vardir. Eger siklusun daha

snceki evrelerinde tamamlanmas gereken olaylar tamamlanmamigsa bu noktalarda
hiicre siklusu durdurulur. En belirgin kontrol noktalari, Gl fazindan S fazina
gecerken; G2 fazindan M fazina gegerken, ve mitozun metafaz safhasindakilerdir
Glfazindan S fazina gecerken gevre kosullariin uygun olup olmadigt kontrol edilir
G2 fazindan M fazina gecerken cevre kosullarmm uygun olup olmadigl, tim
DNA’nmn replike edilip edilmedigi ve DNA’da herhangi bit hasarm olup olmadig
kontrol edilir ve efer bir hasar varsa hasar giderilir. Metafaz kontol noktasinda ise
tiim kromozomlarin mitotik ige takilip takilmadig1 kontrol edilir (Sekil 2.62.1) (81).
Eger radyasyon ya da bazi kimyasallara maruz kalma sonucu kromozomlarda bir
hasar meydana gelirse duplike olmadan 6nce tamir edilmeleri gerekir

G2 kontrol Metafaz kontrol

noktasi \ nokta'si/

G1 kontrol
noktasi

Sekil 2.6.2 1. Hicre siklusundaki kontrol noktalar: {81)

2.6.3. Siklinler ve Siklin Bagimh Kinazlar

Hiicre siklusu siklusa 6zgii bir takim proteinler olan siklinler, siklin-bagimli
protein kinazlar (cdk) ve siklin-bagiml kinaz inhibitorleri (cki) tarafindan ozgiin
olarak kontrol edilir. Cdklar tipik serin/threonin kinazlardir Fosfat kaynagt olarak{~
ATP'yi kullanirlar Molekiiler aguliklari 33-40 kDa’ dur. Tiim protein kinazlar
tarafindan paylasilan 11 alt domeyn igerirler. Siklinler, cdk ve cki’ lerin diizeyleri
hiicre siklusunun cesitli asamalannda farklilik gbsterir ve olduk¢a komplike b_it
dizen icinde siklusun ilerlemesini diizenletler. Cdk’ lar kendi baslarna-
bulunduklarinda inaktiftirler Ancak, sikline baglandiklarinda aktiflesirler ve boylece.
aktif siklin-cdk kompleksleri meydana gelir (Sekil 26.3 1) (81). Siklinler bu




komplekslerin diizenleyici altbirimleri, cdk’lar ise katalitik altbirimleridir. Siklinler
(A, B, D ve E) siklusun cesitli fazlaninda periyodik olarak bir taraftan sentez
edilirlerken  diger taraftan da yikilular, Bu  yiizden de siklinler olarak
‘jsimlendirilmislerdir

flk siklin molekiilii Tim Hunt tarafindan deniz kestanesi tiirii Arbacia’da
1980°1i yillarin basinda bulunmustur. Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlati,
dolaysiyla iliskide bulunduklan cdk (cdk2, cdk4, cdkS5, cdk6, cdk7 ve c¢dk25)” Jann
aktivitelerinin diizenlenmesini saglar. Cdk’larin  aktiviteleri sadece siklinletle
. diizenlenmez aynica 6zgiin fosforilasyon/defostforilasyona yol agan baska yollarla da
diizenlenir. Siklinlerin seviyeleri transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlan
ise “ubiquitin” metabolik yoluyla saglanis.

Her hiicre dongiisii bir araba yarisina benzetilebilir. Molekillerin oynadis bu
araba yansinda siklinler benzin gérevi yapar, yani arabanin ilerlemesi i¢in gereken
ve her asamada tiiketilip yenilenmesi gereken itici giigtiirler. Cdk enzimleri de yarisgs
pilota benzetilebilit. Nassl bir siiriicii benzinsiz arabay ilerletemezse, siklinsiz cdk
enzimleri de fonksiyon goremezier Cki denilen inhibittrler 1se arabay:
yavaslatan/durduran faktorlerdir. Hiierenin bolinme islevine baglayabilmesi igin G1
evresinde hiicre dongiisiine yani yarig pistine girmesi gerekir Her béliinmenin
sonunda yeni hiicreler ya dongii icinde kalip, boliinmeyi (yarisi) siirdiriitler ya da
hiicre donglisiinii (yaris pistini) yine G1 evresinde terk ederler.

hedet protein
baglanmast

sikhin-cdk
baglanmas

CDK

ede! proteinin
tostordlenmesi

Sekil 2.6.3.1 Cdk-siklin etkilegiminin sematik goriinlimii (81)

2.6.3.1. Siklinler
Bulunduklart hiicre siklusu safhasina gore adlandirilan 4 siklin simfi vardir .
Bunlarin ii¢ sinifina tiim 6karyotik hiicrelerde ihtiyag duyulur:
1) GI/S siklinleri: Cdk’lara G1'in sonunda baglanu ve hiicteyi DNA -
replikasyonuna yonlendirirler
2) S siklinleri: Cdk’lara S faz1 boyunca baglanir ve DNA replikasyonunun
baslamasi icin gerekliditler
3) M siklinleri: Mitoz olaylarini tetikletler.
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_ Cogu hiicrede dordiinctii bir siklin simfi olan Gl siklinleri baglangic
‘ noktasindan gegisi saglarlar.

Maya hiicrelerinde tek bir cdk molekiilii tiim siklin simflarina baglanir,
siklusun farkh evreletinde siklin partnerini degistirerek hiicre siklusu olaylarini
gergeklestizir. Omurgali hiicrelerinde ise 4 cdk vardur: iki tanesi G1 siklinleri ile, bir
tanesi G1/S siklinleri ve S siklinleri, bir tanesi de M siklinleri ile etkinlesir (Tablo
2.6.3.1.1) (81).

OMURGALI MAYA
SIKLIN-CDK KOMPLEKS!
SIKLIN CDK SIKLIN CDK
G,-Cdk SiklinD" |Cdk4,6 |Cln3 Cdk1
G,/S-Cdk Siklin E Cdk2 Clnl12 Cdkl
S-Cdk Siklin A Cdk2 Clb 5,6 Cdkl
M-Cdk Siklin B Cdk1 Clb1,2,3,4 |Cdkl

Tablo 2.6.3.1.1, Omurgali ve mayalardaki hiicre siklusu evrelerinde aktivite
gosteren siklin-cdk kompleksleri
#: Memelilerde 3 tip siklin D vardu: siklin D1, D2, D3 (81).

2.6.3.2. Cdk Aktivasyonu

Farkli siklin-cdk kompleksleri farkli hiicre siklusu olaylarin1  nasil
yiiriitmektedirler? Siklin proteini sadece cdk partnerini aktive etmekle kalmaz ayrica
hedef proteinlere de yonlendirir. Sonug olarak, her siklin-cdk kompleksi degisik
substrat proteinleri fosforiller Ayrica aym siklin-cdk kompleksi siklusun farkl:
evrelerinde farkl: etkiler indiikleyebilir. Bunun nedeni, bazi cdk substratlarina hiicre
siklusu boyunca erisilebilirligin degismesidit. Omegin mitozda gorevli olan bazi
proteinler fosforilasyon igin sadece G2 fazinda uygun olabilir. Siklin olmadiginda
cdk proteinindeki aktif bolge, proteinin T ilmigi (T-loop) denilen kismu tarafindan
kismen kapatihir. Siklinin baglanmasi T ilmiginin aktif bolgeden ¢ekilmesine ve cdk
enziminin kismi aktivasyonuna neden olur. Siklin-cdk kompleksinin tamamen aktive
olmas1 CAK’1n (cdk activating kinase) (cdk aktive edici kinaz) T ilmifindeki bir
threonin rezidiisiinti fosforillemesiyle gerceklesir. T ilmiginin seklinin degismesi
enzimde konformasyonel bir degisiklige sebep olarak enzimin aktivitesinin daha da
artmasima neden olur, Kinaz, hedef proteinleri etkili bir sekilde fosforilleyerek hiicre
siklusu olaylarimi indiikleyebilir (Sekit 2.6.3 2.1) (81).
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ANNAKTIF BIKISKIEN AKTIF CHTAMANEN AKTIF

Sekil 2.6.3.2.1. Cdk aktivasyonunun sematik goriiniimii (81)

2.6.3.3. Cdk Aktivitesinin Baskilanmast

Hiicre siklusn boyunca siklin diizeyindeki artis ve disiis cdk aktivitesinin
primer belitleyicisidir. Bununla birlikte hiicre siklusunun belli sathalarinda cdk
aktivitesinin iyi ayarlanabilmesi i¢in bazi ek mekanizmalar vardu. Siklin-cdk
kompleksinin aktivitesi, aktif bolgenin st tarafindaki bir cift aminoasitin
fosforillenmesiyle inhibe edilebilir Bu bolgenin Weel denilen bir protein kinaz
tarafindan fosforillenmesi cdk aktivitesini inhibe ederken Cdc25 denilen bir fosfataz
tarafindan defosforile edilmesi cdk aktivitesini artirir (81)

Cdk-siklin kompleksi merkezi threoninin fosforilasyonu ve Threonin'*-
Tyrosine”’in defosforilasyonu ile aktive olur Merkezi threonin CAK (cyclin
activating kinase) (cdk aktive edici kinaz) tarafindan fosforile edilir. CAK da CAKAK
(cyclin activating kinase activating kinase) (CAK aktive edici kinaz) tarafindan aktive
edilitr  Ancak, kompleks Weel tarafindan katalizlenen The'*-Tyr”  “in
fosforilasyonundan dolay: inaktif durumda tutulur. Cdk-siklin kompleksi bir fosfataz
olan Cdc25in Thr''-T yr’ﬁ’i defosforile etmesiyle aktive olur. Cdc25’in aktivitesi hem
aktive edici hem de inhibe edici fosforilasyonlar ile diizenlenir. Cdc25 fosfataz
proteini, 2 major bdlgesinden (setin 216 ve karaktetize edilemeyen amino terminal
ucu) fosforile edilir. Ornegin serin aminoasitinin chk 1 (hasarli DNAya sahip hiicrenin
G2de tutuklu kalmasini saglayan kontrol noktasinca aktive edilen kinaz) tarafindan
fosforilasyonu cdc2Sin inaktivasyonuna neden olur (80) DNA hasarindan sonra serin
aminoasitinin chkl tarafindan fosforillenmesi cdc25’te bir 14-3-3 bolgesi olusturarak
cdc25’ in niiklusa gitisini 6nler bundan dolayr G2/M gegisini 6nler. Cde25in amino
terminali cdk1 tarafindan fosforile edilir. Cdkl, mitoz iletledikge cdc23in akuve olan
amino terminal bélgesini fosforile eder bundan dolay: kendi aktivasyonunu artinr (84)
(Sekil 2.6.3.3.1) (81)
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Sekil 2.6.3.3.1. Cdk aktivitesinin baskilanmasi {81).

2.6.3.4. Hiicre Siklusu Kontrol Sistemi Siklik Proteolize Baghdir

Siklin-cdk kompleksleri belli hiicre siklusu safhalarinda siklinlerin diizenli
proteolizi ile inaktive edilir. Siklin yikimi, difer birgok intraseliler proteinin
proteolizinde oldugu gibi ubiquitin bagimli bir mekanizma ile gergeklesir. Aktive
olmus bir enzim kompleksi, siklin iizerindeki belli aminoasit dizilerini tanir ve
bunlara ubiquitin kopyalar1 baglar Boylece protein, proteozomlarda yikim igin
isaretlenmis olur Siklin yikiminda hiz simrlayict basamak ubiquitin ligazlar olarak
bilinen enzimler tarafindan katalizienen ubiquitin-transfer reaksiyonudur,

2.6.4. Cdk Inhibitor Proteinler (cki)

Kontrol edilmeyen hiicre siklusu tiimér olusumuna neden olabilir. Hiicre
siklusunu diizenleyen proteinler arasinda siklin bagimli kinaz inhibitorleri-cki yer alir
Ckiler, siklinler, cdklar ya da siklin-cdk kompleksine baglanarak cdklarin aktivitesini
inhibe ederler. Cki'min iki simfi vardir: INK4 ve CIP/KIP ailesi INK4 ailesi 4
proteinden olusur: pI6INK4a, pl15SINK4b, pl8INK4c ve pl9INK4d Bu proteinler
spesifik olarak, siklin D bagimh kinazlarin (cdk4 ve cdk6) katalitik altbirimlerini
inhibe ederler (Sekil2.6.4.1) (85).

CIP/KIP ailesinin iic iiyesi vardir: p2lWAF1/CIP1, p27KIP1 ve p57KIP2 Bu
proteinfer, cdk4/siklin D, cdk6/siklin D ya da cdk?2/siklin E, cdk2/siklin A
komplekslerine baglanabilit. Yani CIP/KIP proteinleri siklin D, E ve A bagimli
kinazlarin aktivitelerini inhibe eder. Sadece CIP/KIP inhibitorleri cdk2 kompleksine
baglanabilir. INK4 proteinlerinin bu yetenegi yoktur CIP/KIPler siklin ve cdk
altbirimlerine ayn ayn baglanabilir ama siklin/cdk kompleksleri igin daha yiiksek bir
afinitesi vardir (86) (Sekil 2 6 4 1) (85), (Tablo 2.6 4.1) (87).
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Sekil 2.6.4. 1. CDK inhibitér proteinler (cki) (85)

inhibitirler
Hiicre siklusu | Siklin-cdk kompleksi
Safhasi pl5 plé | pI8 | p19 | p21 ; p27 | p57
+ + + + + |4
Gl Siklin D-cdk4/6
- - - - + + +
G1/S Siklin E-cdk2
- - - - + - +
S Siklin A-cdk2
G2/M Siklin B-cdkl - - - - + - -

Tablo 2.6.4.1. Cdk inhibitdr proteinler {cki) (87)

2.6.4.1. DNA Hasari ve p53

Eger hiicrede DNA hasar1 olursa p33ii fosforile eden protein kinazlar aktive
olui, Hasar olmayan bir hiicrede p53 ¢ok diisiik konsantrasyondadir Ciinkii, Mdm?2'
denilen bir protein ile etkilesim halindedir. Mdm2, bir ubiquitin ligaz olarak
davranarak p53iin proteozomlarda yikimina neden olur DNA hasan oldugunda p53ii
fosforile eden protein kinazlar aktive olur ve boylece p53tin Mdm?2’ye baglanmasi
bloke olur. Bu, p53 yikimuni azaltir, hiicrede p53 konsantrasyonunda belirgin bir artis
goriiliiz. p53 birgok genin transkripsiyonunu stimiile eder Bu genlerden birisi bir cki




3proteini olan p2ldir P21, G1/S-cdk ve S-cdk larina baglanarak hiicrenin G1 fazinda
kalmasina neden olarak S fazina girisi engeller (81, 88).

2.6.5. Cdklar ve Hiicre Siklusu Kontrolii

: Gl, S, G2 ve M fazlan boyunca ilerleme ¢esitli cdklarin gegici aktivasyonlari
ile gergeklesir. D tip (D1, 2, 3) siklinler baslama siklinleri olarak adlandirilirlar ve
biiyiime faktoileri veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler
ortamdan uzaklastinldifinda ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’ nin eksprese
~ edilecegi doku tipine 6zgiidir. Omegin, T lenfositler daha ziyade D3 (bir miktar da
. D2) tipini eksprese ederler. D tip siklinler cdk4 ve cdk6’ yi regiile ederler.
- cdk4/siklin D1 ve cdk6/siklin D3, retinoblastoma proteini ve pRb ailesinin diger
~ iyelerini fosforile eder. Rb proteini, retinoblastoma olarak bilinen, gocuklarda
goriilen goz kanseri ¢alismalan sirasinda tammlanmustir. Rb geninin her iki alelinin
de kaybr immatiir retinada asiui hiicre proliferasyonuna neden olur bu da Rb
proteininin gelismekte olan retinada hiicre boliinmesi hizinm sinirlanmasinda 6nemli
oldugunu gosterir. Rb genininin aktivasyonu ya da kayb ile tiimor olusumu
arasindaki iliski pRbnin tiimér siipresor bir gen olarak simflandurilmasina neden
olmustur (81). pRb hiicre bokinmesi ve farklilasmasinin kontroliinde anahtar bir 1ol
tistlenir. Bolinme uyarisi almamug bir hiicrede defosforile halde bulunur. pRb,
normal islevi geregi hiicre siklusunu dolayisiyla proliferasyonu G1 fazimin sonunda
bulunan kontrol noktasinda (G1/S kontrol noktasinda) durdurur. pRb hiicre siklusu
tizerindeki bu inhibitdr etkisini hiicrenin G1 fazindan S fazina gegisini saglayan bir
transkripsiyon faktorii ailesi olan E2F ailesini baglayarak dolayisiyla inaktiflestirerek
gergeklestirir. E2F, transaktivasyonda rolii olan, DNAya baglanan proteinler ailesinin
(E2F 1, 2, 3, 4, 5) bir tiyesidir (89). E2F ailesinin inaktiflesmesi sonucu hiicre bir
sonraki faz olan S fazina ilerleyemeyeceginden siklus durur. Fakat eger istirahat yani
GO fazindaki bir hiicre béliinme sinyali almigsa pRb’nin normalde hemen hemen G1
fazi siiresince hipofosforile durumda olan formu G1 fazimn sonuna dogru cdk
4/6’lann etkisiyle fosforillenir ve M fazina kadar fosforile formda kalir. Fosforile
durumdaki pRb artik E2F ailesini baglayamayacagindan E2F ailesi pRb’den
bagimsizlagir. Boylece E2F ailesinin siklus ilerletici etkisi sonucu hiicre artik G1
fazinda kalamaz ve bir sonraki faz olan S fazina girer. E2F ailesi ise etkilerini, S
fazina girisi saglayan bir takim diizenleyici proteinlerin (6rnegin, DNA polimeraz o ,
myc, ve timidin kinaz) ilgili genlerini aktive ederek gosterirler (Sekil 2.6.5.1) (90).

Siklin E, GI/S fazimin siminda gegici olarak sentez edilir ve hiicre S fazina
girdigi anda hizla yikilir. Siklin E, cdk2’ yi regule eder. G1/S gegisinden sorumiu
cdk2/siklin E kompleksi ayrica pRbnin daha fazla fosforilasyonuna neden olarak
artan miktarda transkripsiyon faktérlerinin salinmasina izin verir (Sekil 2.6 5.1) (90).

S faz1 boyunca, cdk2/siklin A DNA replikasyonunda rol aluz ve Gl fazi.
transkripsiyon faktorlerinin inaktivasyonuna neden olan farkli substratlan fosforilé
eder. S/G2 gecisi zamani civarinda cdkl siklin A ile birlesit. Hemen sonra cdk1/siklin
B belirit ve G2/M gegisini tetikler. Cdkl/siklin° B kompleksi MPF (M
phase/maturation promoting factor) (M faz1 ilerletici faktor) olarak da bilinir. MPF,
hiicre boliinmesi ©ncesi mitotik i olusumu, kromatin yogunlasmas:, niikleus
membraninin yikilmasy gibi olaylarda rol alu Metafazdan anafaza gecis MPFnin
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maknvasyonu ve siklin B'nin yikilmasiyla tetiklenir. Bu, kromatitlerin ayrilmasini ve
mitotik igin Kutuplarina c¢ekilmesini inditkler Daha sonra niikleer membranlar
emden olusur ve niikleolus ortaya cikar Sitokinez boyunca sitoplazma boliiniir ve
olugan yavru hiicreler GI’e girer (76).

e

Sekil 2.6.5.1. pRb-E2F etkilesimi (50)

2.7. Diabetes Mellitus

Giintimiizde tp literatiiriinde kullanilan, diyabetes ve mellitus kelimeleri
Yunanca akip gitmek anlamina gelen dia + betes ve bal kadar tatli anlamina gelen
mellitus kelimelerinden tiiretilmistir. Diyabetes mellitus, poliliri, polidipsi, glikoziiri,
ketoniiri ve agiklanamayan kilo kayb: ve rastgele bir plazma Grnefinde glikoz
diizeyinin 200 mg/ dl veya lizerinde veya 10-12 saatlik agliktan sonra sabah bakilan
aglik glikoz diizeyinin 126 mg/dl veya Ulzerinde bulunmasi ile karakterizedir.
Diabetes mellitus bashica iki ana gruba aynlir: tip 1 diabetes mellitus ve tip 2
diabetes mellitus (91).

2.7.1. Tip 1 Diabetes Mellitus (insiiline bagiml diyabet)

Tip 1 diyabet pankreasin Langerhans adaciklanndaki f hiicrelerinin
otoimmiin hasarma bagh olarak insiilin tiretiminin kaybedilmesi sonucunda meydana
gelir (92). Tip 1 diyabetin ortaya ¢ikmasinda gesitli faktorler rol oynamaktadiur Tip ]
diyabetin gelisimi esnasinda ¢esitli dénemler 1zlenmektedir;

1-Genetik  Egilim: Ilk donemi olusturmaktadi. Immiin  sistemn
fonksiyonlarimin diizenlenmesinde HLA (human leucocyte antigens) (insan l6kosit

antijenleri) Gnemli bir 1ol oynamaktadir. Tnsan lokosit antijenlerinden A, B ve C sinif ,°

I D (Dw, DR, DQ, DO, DN ve DP) grubu ise simf 2 molekiiller olarak
adlandirilmaktadr Simif 1 molekiiller tim ¢ekirdekli hiierelerde bulunur ve viicudu -
infeksiyon ve malign hiicrelere kars: savunma gorevini tstlenir Simif 2 molekiiller
ise makrofajlar, endotel hiicreleri, B lenfositler ve aktive T lenfositlerinde
bulunmaktadit

-
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Cesitli HLA gruplari diabetes mellitus gelisimine egilim yaratmaktadir. Once
smif 1 molekiiller icinde B8 ve B15 sorumlu tutulmus, sonralar1 simf 2 molekiiller
daha ¢ok 6nem kazanmustir. Tip I diyabet hastalarinin hemen hemen tiimiine yakin
bir kisminda DR3 ve/ya DR4 pozitif bulunmaktadir. DR2 ise koruyucu bir ozellik
gostermektedir Tip 1 diyabetin gelisiminden sorumlu asil genlerin Dw ya da DR
degil onlara yakin yertesen DQ ve diger molekiiller oldugu ileri siiriilmektedir (92).

2-Cevresel Faktorler: ikinci dénem genetik eBilimli kisilerde cevresel
olaylarin tetigi ¢ekmesidir (91). Viral enfeksiyonlar pankreas dokusunu ve adacik
hiicrelerini enfekte eder. Viriis enfeksiyonlars arasinda kabakulak, hepatit, konjenital
rubella enfeksiyonlar: sayilabilir. Bu donemlerde yapilan pankreas otopsilerinde
cesitli histopatolojik degisiklikler goriiliit. Erken devrede pankreas normal
biiyiiklitkte ve agirliktadir Daha sonra atrofi ve fibroz gelistigi goriliir Insiilitis ad:
verilen devre diyabete yol acan olaylann baslangicidu. Erken evrede adacik
hiicrelerinin ve adacik cevresinin lenfosit ve mononiikleer dev hiicrelerle infiltre
oldugu gozlenir. Birkag ay stiten bu evreye balayl eviesi adi verilir. Daha sonralan
hiicrelerdeki yikim ve doku hasan ile adacik hiicreleri azalir, pankreas dokusu fibroz
doku ile dolar, pankreas atrofiye ugrar, sonralar insiilin salgilayan B hiicreleri
tamamen tahrip olur ve diyabetes mellitus goriiliir hale gecer. Olaylar sonucunda
kanda pankreas ve insiilin ile iligkili antikor dolasir (93).

2.7.2. Tip 2 Diabetes Mellitus

Kalitimsal otozomal dominant karakterli bir hastabktir Tip 2 diyabetik
olgularda insan histokompabilite antijenleri (HLA) sistemi ile iliski yoktur, ayrica
kanda adacik antijenleri ve antikorlar: ve anti insiilin antikorlar bulunmaz. Pankreas
histopatolojik incelemede hipertrofik ve 6demlidir. Insulitis ve mononiikleer hiicre
saldiris1 goriilmez, hiicre yikimu, atrofi, hastaligin ileri devrelerinde dahi goriilmez.
Heri devrelerde pankreas yaglanmass goriiliir § hiicreleri saflamdur. ileri devrelerde
hiicrelerarasi miyelinizasyon ve amiloidozis ardindan fibrozisle ve amiloidoz
artisginin getirdigi beta hiicreleri yikimm ile hastalik belirtilerini gosterir. Tip 2
diabetes mellitusun 2 fizyopatolojik diizensizlifi mevcuttur: 1-Glikoz uyarnisina
azalmis akut insiilin salinmas: ile karakterize yetersiz total insiilin salinmasi cevab1.
2-Insiiline kars1 insiilin reseptorlerinin hassasiyetinde azalma ve azalmus reseptor
cevabi ile olusmus post reseptor defektlerdir

Postreseptor defekt, glikozun hiicre membramindan gecisinde rol alan reseptor
blokajini ve hiicre igindeki insiilin resepttt kompleksi ve mediatérlerindeki azalmay1
gosterir. Insiilin direnci iki yerde kendini gosterir. Olusmus insiilin direnci nedeni ile
karacige: glikoz depolama 6zelligini azaltir. Perifere glikoz ¢ikis artar ve glikojenoliz
ve glikoneogenez nedeni ile yag ve kas dokusunda erime baslar Kan gekeri seviyesi
hizla yiikselir

Instilin direncinin ikinci yeri kas dokusudur. Direng sonucu kas hiicresi icine
gecemeyen glikoz nedeni ile kan sekeri kanda hizla artar ve hiicresel seviyeden gelen
glikoz vetersizligi impulslar1, karacigerden devamh glikoz sahntmi ve yiikselen kan
seker nedeni ile bit kisit dongii olusur. Bu olay tip 2 diyabetteki en dnemli olaydir
(93)
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2.7.3. Gebelik Esnasinda Saptanan Diyabet { Gestasyonel Diyabet )

Gestasyonel diyabet ilk kez gebelik esnasinda ortaya ¢ikar Cogunlukla
tigiincii trimesterde gelismektedir. Cogunun ailesinde tip 2 diabetes mellitus bulunur.
Gebelik sirasinda ortaya ¢ikan tip 2 diyabet olarak ta tanimlanir (91) Gestasyonel
diyabeti olan annelerin dogurdugu bebekler siklikla makrozomiktir (92). Giiniimiizde
kan sekerinin diizenlenmesi, diyet tedavisi, gebelik komplikasyonlannin takibi ve
tedavisinde gelismeler, iyi fotal monitér takip, gelistirilmis insiilin tedavi programlar1
ile anne ve cocuk mortalite ve morbiditesi gok azalmistir (93). Insiilinin kesfinden
once diyabetik anne.diyabete ait komplikasyonlar ile %67 yasama sansina, bu
anneden dogan c¢ocuk ise %5-10 yasama sansina sahipken, bugiin bu oranlar annede
%100, gocukta ise %97-98 ’e kadar yiikselmistir (94). Diyabet, gebelige bazy yonden
menfi etkiler yapar. Bu etkiler su sekildedir:

1-Spontan (kendiliginden gerceklesen) diisiikler artar.

2-Uriner enfeksiyonlara meyil artar,pyelit ve pyelonefrit daha sik goriiliir. Bu da
perinatal mortaliteyi arttiricr faktordiir.

3-Preeklampsi daha sik goriiliir.

4-Polyhydramnios:Diyabetik gebelerin ti¢te birinde olusur Prematiire ve konjenital
dogumlara neden olur.

5-Plasenta anomalileri gelisir. Annenin damar komplikasyonlart ve diyabetinin
agithgr ile paralel degisiklikler vardir. Atrofik, fibrotik villuslar, tromboz veya
enfarkt gelismis bolgeler ve hyalinize olmus sahalar ¢ocuk beslenmesini bozan
histopatolojik bulgulatdir.

2.7.4. Diyabetik Gebelik Esnasinda Plasentada Olusan Baz1 Morfolojik

Degisiklikler

Bugiine kadar yapilan calismalardan elde edilen bulgulara gore diyabetik
insan plasentasinda; villuslarin olgunlasmamast, villuslarda kapiller membranlann
yeterince gelismemesi, sitotrofoblastlarin proliferasyonunda artis, trofoblastlarda
bazal membran kalinlasmalari ,Hofbauer hiicrelerinde sayisal artis, villuslarda nekroz
ve fibrinoid olusumu, stroma oOdemleri ve stem villuslarda tromboz olaylarl
gozlenmistir.

Diyabetik sican plasentasinda ise plasenta yapist baslangicta kiiciikken 18.
glinden itibaren; baglant: kism incelmekte, glikojenik hiicre sayis1 artmakta, kistler
cok sayida vakuol, vezikiiller olugsmakta, trofoblast ve fotal endotelde glikojen
depolanmalars artmaktadir (95).
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GEREC VE YONTEM

3.1.Denekler

Bu aragtumada Akdeniz Universitesi ‘Deney Hayvanlar1 Unitesi’nden temin
edilen daha &nce hi¢ deneye girmemis ve ¢iftlesmemis Rattus norvegicus (Wistar)
k1 64 disi ve 32 erkek sican kullanildi. Cahismarmuzda kullandifnmiz kontrol ve
diyabetik sican gruplar, gebelik yas1 ve denek sayilarinin yaslara gore dagilimlar
Tablo3.1’ de dzetlenmistir. Tiim sicanlar standart laboratuvar kosullaninda standart
diyet ve musluk suyu ile beslendi. Siganlar iki digiye bir erkek olacak sekilde kafeste
bir gece birakildiktan sonraki sabah siganlara vajinal simir yapildi Mikroskopta
bakilan simir preparasyonlar1 ile spermiyum tasiyan siganlar belitlendi ve bu
hayvanlarin gebeligin sifinci giiniinde olduklar: kabul edildi Deney modeli her
grupta 8 hayvan olmak iizere kontrol ve diyabetik 11, 13 ,17 ve 21. giinlerden
olugmaktaydi. Gebe digiler gebeliklerinin 11, 13, 17 ve 21. giinlerinde sakrifiye
edildiler.

3.2. Diyabet Modelinin Olusturulmast

Diyabet grubunu olusturacak olan gebe disiler diyabet olugturulabilmek icin
sakrifiye edilecekleri tarihten 7 giin 6nce intraperitonal olarak tek doz 50 mg / kg
streptozotosin (STZ) enjeksiyonuna maruz birakildilar. 48 saat sonra kan sekerleri
Olgiildii. Kan sekeri degeri 200mg / dI’nin lizerinde ¢ikan disiler diyabetik sayilarak
deneye dahil edildiler Kontrol gruplarina aym miktarda serum fizyolojik enjekte
edildi.

YAS
TOPLAM

GRUP

Ell El3 El17 E21

KONTROL
SADET |8ADET |8ADET |[8ADET|32ADET

DivABETiK {8ADET |8ADET |8ADET |8ADET|32ADET

Tablo 3.1. Calismada kullamlan kontrol ve diyabetik sigan gruplan, gebelik yas: ve
denek sayilarinin yaslara gore dagilimlan ’

3.3.Doku Temini ve Hazirlanmas:
Gebeliklerinin E11, E13, E17 ve E21. giinlerindeki kontrol ve diyabetik
sicanlar eter anestezisi altinda bayiltilip diseke edildikten somra, Ei1 ve El3
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giinlerdeki uterus+embriyolar: ile E17. ve E2l. giinlerdeki total embriyo ve
plasentalan ayri ayri alindi. Bu islem sonrasinda E11 ve E13. giinlerde makroskopik
olarak plasenta-embiiyo ayrumi  yapilamadigindan uterus+embriyo  agulk  ve
boyutlar, E17 ve E21. giinlerde ise total embriyo ve plasenta afulik ve boyutlars
olgiildii. Alman plasenta otnekleri Holland fiksatifinde (1000 ml distile suda %
40’k 100 m! formalin + 5 ml glasiyel asetik asit + 40 gr pikrik asit + 2,5 gr bakur
asctat) 4-12 saat tespit edildi. Daha sonra 6-7 saat musluk suyunda yikanan dokular
sira ile %70, %80, %90 ve %100’lik alkol serilerinde 24’er saat tutularak
dehidrasyon isleminden gegirildi. Ksilol icinde 3 defa 5-7’ser dakika bekletilerek
seffaflastinldi 58°C’ye ayarh etiivde dokular 3 defa 1’er saatlik parafin banyosunda
tutulduktan sonra etiiv disinda temiz erimis parafinle blokland1 Parafin bloklardan
alman 5 mikrometre kalinhifindaki kesitlere rutin 1tk mikroskopik  ve
immiinohistokimyasal teknikler uygulandi

3.4. Rutin Isik Mikroskopik Gozlemler

Her iki gruba ait plasenta ve embriyo+uterus drneklerinden Ser mikrometre
kalinliginda kesitler alindi. Hematoksilen-Eozin boyamas: yapilarak 151k mikroskobu
(Axioplan Zeiss, Almanya) ile incelendi.

3.5. Immiinohistokimyasal Gozlemler
3.5.1. immiinohistokimyasal Protokol

Polilizin ile kapli lamlara alinan 5 mikrometre kalinhgindaki parafin kesitler
1 gece boyunca 56°C’ye ayarlanmis etiivde tutuldu. Deparafinizasyon icin 3 defa
10’ar dakika ksilolden gegirildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol setilerinin
her birinde 5’er dakika (%100, %90, %80, %70) bekletildi. Distile suda 5 dakika
galkaland:. Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldmilmasi igin kesitler, 200
ml sitrat tamponu (pH:6.0; 900 ml distile suda 2,1 gr sitrik asit) i¢ine alindi ve
mikrodalga firinda (931 watt) iki defa 5’er dakika tutuldu. Bu islemden sonra sitrik
asit soliisyonu igerisinde 20 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi ve dokularin
cevresi hidrofobik kalemle cizildikten sonra 3 defa 5’er dakika fosfat tamponiu tuz
cozeltisinden (PBS; pH: 7.2-7.4) gegirildi. Bir somiaki basamakta dokulardaki
hidrojen peroksidaz aktivitesini ortadan kaldirmak igin kesitler 30 dakika boyunca
hidrojen peroksit soliisyonu (13,5 ml metanol igerisinde 1,5 ml H,O,) ile muamele
edildi Kesitler 3 defa 5’er dakika PBS’te yikandiktan sonra dokulardaki Ozgiil
olmayan antikor baglanmasint dnlemek amactyla oda sicaklifinda bloklama serumu
(Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-125UB) ile 5 dakika muamele edildi
Hemen sonrasinda, serumun fazlasi alinarak primer antikorlarla oda sicakhifinda 1
saat inkiibe edildi. Kullanilan antikorlar, tavsan poliklonal anti-retinoblastoma (RB-
1441-P, 1:50, NeoMarker, Fremont, CA, USA), tavsan poliklonal anti-siklin A (RB-
1548-P, 1:50, NeoMarker, Fremont, CA, USA), fare monoklonal anti-cdk2 (MS-459-
P, 1:50, NeoMarker, Fremont, CA, USA), tavsan-poliklonal anti cdk! (RB-9283-R1,
pre-diliiye, NeoMarker, Fremont, CA, USA), fare-monoklonal anti PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) (sc-56, 1:200, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, USA), tavsan-poliklonal anti p27 (RB-9019-P, 1:200, NeoMarker,
Fremont, CA, USA), tavsan-poliklonal anti p57 (sc-8298, 1:200, Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) ve fare-monoklonal anti keratin (MS-356-P,
1:50, NeoMarker, Fremont, CA, USA) idi. Kontrol kesitlerine uygun serum ya da
izotip IgG uygulandi Kesitlere inkiibasyondan sonra, 3 defa 5’er dakika PBS ile
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yikama islemi yapildi. Daha sonra sirasiyla 20 dakika biyotinli sekonder antikor
(DAKO, LSAB-2 system HRP code no:K0609) ve 20 dakika streptavidin-peroksidaz
kompleksi (DAKO, LSAB-2 system HRP code n0:K0609) ile inkiibe edildi. Her iki
uygulama sontasinda da PBS ile 3 defa 5’er dakika yikama yapildi. Ardindan sinyali
gelistirmek igin dokular amino etil karbozol (AEC) kromojeni (Lab Vision
Corporation, TA-125-UD) ile ortalama 3-5 dakika muamele edildi Daha sonra
kesitler distile suya alindi ve hematoksilen ile zit boyama yapildi. Distile suda
calkalandiktan sonra 1-2 dakika akar musluk suyunda yikandi Kaiser’s glycerol
gelatine (MERCK, OB 514196, Darmstadt, Germany) marka kapatma sollisyonu ile
kapatilan kesitler Axioplan mikroskopunda (Zeiss, Almanya) incelendi ve
fotograflandiriidi.

3.6. Istatistiksel Analiz

3.6.1. Plasenta-Embriyo Agirhklar: ve Uzunluklan

Kontrol ve diyabetik gruba ait plasenta ve embriyo agirliklan hassas terazi,
uzunluklart cetvel ile olgiildiikten sonra gruplar arasinda istatistiksel olarak 6nemli
bir farklilik olup olmadifini belitlemek igin student’s t-test uygulandi ve 0.001° den
kiictik degerler istatistiksel olarak anlamh kabul edildi (ortalama + standart sapma)

3.6.2. immiinohistokimya

Diyabet ve kontrol gruplarina ait dokularda cdki, PCNA p27 ve p57
immiinoboyanmasi pozitif olan hiicre sayilarinin degerlendirilmesi HSCORE ile
yapildi. Immiinohistokimyasal tekniklerle boyanan kesitler 6zel bir okiiler skalasi
kullamlarak Axioplan mikroskobunda (Zeiss, Almanya) degerlendirildi. Diyabet ve
kontrol gruplan icin rastgele liger kesit secildi. Her bir kesitte beg bolge X200
biiylitmede antikorlarin  immiinohistokimyasal boyanmalanimin  analizi  igin
degerlendirildi. Boyanmalar, kesitteki Ozel boyanmanin yogunlugu temel alinarak
semikantitatif olarak skotrlandi. Degerlendirme yiizde olarak yapildi ve alandaki tim
hiicreler asagida verilen yoZunluk kategorilerinden birisine dahil edildi: 0 (boyanma
yok), 1+ (zayif fakat kontrole gore goriilebilir), 2+ (boyanma belirgin), 3+ (boyanma
yogun). Her bir doku igin gozlemlenen HSCORE degeri yogunluk kategorileri ile
S carpilarak toplandi [HSCORE=S P; (i+1), i, yogunluk skoru ve P;  hiicrelerin yiizde
E degerleri] Daha sonra HSCORE degerleri grafiklendirildi Tiim deney gruplarina ait
1 HSCORE degerlendirilmeleri birbirinden bagimsiz iki gozlemci tarafindan
uygulandr.

Elde edilen bulgularn istatistiksel analizi student’s t-test ile karsilastuildi.
0.001” den kiiciik olan degerler istatistiksel olarak anlamh kabul edildi (ortalama +
standart hata sapmast).

3.6.3. Semikantitatif Degerlendirme

Tiim deney gruplannda pozitif immiinoreaktif hiicrelerin immiinoboyanma
yogunluklar1 da semikantitatif olarak [0: Negatif; (+):Zayif pozitif; +: Pozitif; ++:
Kuvvetli pozitif; +++: Cok kuvvetli pozitif ] seklinde degerlendirildi.
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BULGULAR

4.1. Embriyo Agirhiklar

Kontrol ve diyabetik gruplara ait embriyo agirliklan dlciimleri sonucu
diyabetik gruplara ait embriyo agurliklaninin kontrollere gére daha diisiik oldugu
belirlendi (Sekil 4.1.1). Agirliklardaki bu diisiisler Embriyonal 11 ve 21. giinlerde
istatistiksel olarak anlamli bulunmazken 13 ve 17. giinlerde anlamli bulundu
(p<0.001).

6
E  Xontrol
=21 Diyabetik
5 T
Gebelik Kontrol Diyabetik

Giinleri | Ortalama 85 | OrtalamaxSS [P degeri

4 11 giin 0,174+0,0108 {0,152+0,00786| 0,269

*
13. giin 0,3840,0199 | 0,249+0,0205 | <0,001
£l

17.giin 10,9130+ 0,0208( 0,67900,0187 | <0,001
T

21.giin 15,1380+ 0,1220)4,8590+ 0,1050 0,091

Embriyo agirhig (gr)
[¥%)

#

0 B iz l*ﬂ H

T T T T T ¥ T T ¥ 1 T L]

9 10 11 12 13 14 15 18 17 18 19 20 21 22 23

Gebelik giinleri

Sekil 4.1.1. Gebeligin 11-21 giinleri arasinda bulanan kontrol ve diyabetik gruplara ait embriyo
agirhldan. Ozellikle E13 ve E17. giinlere ait diyabetik embriyo agirliklaninin
kontrollere oranla anlamli bir sekilde diisiik oldugu gériilmektedir. * p< 0001
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4.2. Embriyo Uzunluklan

Yaptifimiz embriyo uvzunluk dlglimlerine gore, diyabetik gruplara ait
embriyo uzunluklarinda EI13. giinden baslayarak embriyo aguliklarindaki
diisiislere paralellik gosteren diistislerin gerceklestigi ve bu diistislerin embriyonal
13 ve 17 giinlerde istatistiksel olarak anlamlilik gbsterdigi belirlendi (Sekil
4.2.1, p<0.001).

5
mmm Kontrol
221 Diyabetik
Gebelik |  Kontrol Diyabetik

4 1 Giinleri | Ortalama +8S | OrtalamaxSS | P degeri =
g 1l.giin  |0,75620,0239 |0,784x0.0232 | 0,438
N | ¥
= 13.gin | 0,968+0,0250 |0,803+0,0278 | <0,001
)%'0 3 - ! *
"g 17.gin | 1,857 +0,0244| 1,638 £00343| <0,001

'\

3 21gfin | 4,0530+0,0821}3,968 +0,0452 0.5
(o] i £
>, 2
-
H ——
-g §
m %

1 ]

0 T T - ¥ T - { L] T ] - T T ] I.(‘ T

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Gebelik giinleri

Sekil 4.2.F. Gebeligin 11-21. giinleri arasinda bulunan kontrol ve diyabetik gruplara ait embriyo
uzunluklart. Ozellikle E13 ve E17. giinlerde diyabetik gruptaki embriyo
uzunluklarindaki anlaml diisiisler dikkati cekmektedir (* p< 0.001).
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4.3. Plasenta Agirhklar

Embriyonal 17 giinden baslayarak izole edilebilen total plasentalarin
agulik Olciimleri sonucunda; 17. ve 21. giinlerdeki diyabetik gruplara ait
plasentalanin kontrol grubuna gore 6nemli olgiide (p<0001) daha agu oldugu
belirlendi (Sekil 4.3 1)

Kontrol ¥
Diyabetik
| Gebelik Normal Diyabetik ‘
| Ginleri | Ortalama =58 | OrtalamatS8 [P deeri |

Oys T I !
/g;ﬂ Hlgin 038904001020 4910200264 |<0.001 *
= 2lgin 10.5690:0,0222(0.638:0,0134 | 0,003 * |
20,4
g 0
5
o
2 0,3 -
)
[77]
=
[= @

0.2

0,1 4

0,0 T ; T

16 18 19 20 22
Gebelik gtinleri

Sekil 4.3.1. Gebeligin 17 ve 21. giinferindeki kontrol ve diyabetik gruplara ait plasenta
aguhklar: E17 ve E21 giinlere ait diyabetik plasenta agitliklarinin kontroliere
oranla anlamli bir sekilde fazla oldugu griilmektedir. *p<0 001




Plasenta caplar:

4.4. Plasenta Caplan

Embriyonal 17. giinden baslayarak izole edilebilen total plasentalarin ¢ap
dl¢iimleri sonucunda elde edilen ¢ap ortalamalarina gore 17. ve 21 giin diyabetik
gruplara ait plasentalanin ¢aplarmnin kontrol gruplarina gore daha biiyiik oldugu
gozlendi (Sekil 4.4.1) Ancak bu farklilik istatistiksel olarak anlamli degildi

(p<0.001).

1,6
e Kontrol
== Diyabetik Gebelik | Normal Diyabetik | j
I ¢ Giinleri | Ortatama £8S | Onalama=SS | P degeri ‘
Lo ’ i f
1,2 - 1257:00837_| 0119 _
1364200468 | 0283
1,0 A
0,8 4
0,8 4
04
0,2 4
0,0 T T T T
16 17 18 19 20 22

Gebelik giinleri

Sekil 4.4.1, Gebeligin 17 ve 21. giinlerinde bulunan kontrol ve diyabetik gruplara ait
plasenta caplan gorilmekiedir
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4.5. Plasental Gelisim

Hematoksilen-Eozin boyama teknigi uygulanan kontrol ve diyabetik
embriyonal 11 (E11), 13 (E13), 17 (E17) ve 21 (E21) giinliik sican gruplarinin
plasenta drnekleri 151k mikroskobik olarak incelendi (Sekil 4 5.1-8).
Ell giinlik kontrol sigan plasentasinda (Sekil 4.5 1a-e) genel olarak iki farkls
plasental bolge izlendi; birincisi embiiyonun antimezometriyal alanlannda
yetlesik olan ve embtiyoyu hemen hemen g¢epegevre saran yolk sak plasenta,
digeri ise embriyonun mezometriyal yaninda yerlesik koryoallantoyik plasenta
(Sekil 4.5.1a). Bu eviede yolk sak plasenta trofoblast dev hiicreleri, Reichert
membram, pariyetal endoderm hiicreleri ve visseral endoderm hiicrelerinden
olusmaktaydi. Yolk sak plasentada dev trofoblast hiicreleri, maternal doku ile
Reichert’s membram arasinda uzanmaktaydi. Reichert’s membran ile desidua
kapsiilaris hiicreleri arasindaki kiiciik bosluklar maternal kan ile doluydu (Sekil
4.5.1b). Koryoallantoyik plasenta, embriyodan desidual alanlara dogru sirasiyla;
labirent ve baglanti zonundan olusmaktaydi Labirent tabakasinda gekirdekli
eritrositler iceren fotal kan damarlari, bu damarlar geviesinde trofoblast hiicreleri
ve bu hiicreler komgulugunda yerlesik maternal kan sisternalan gozlenmekteydi
(Sekil  4.5.1c). Baglanti zonu, sirasiyla spongiyotrofoblastlar, maternal kan
adaciklar1 (Sekil 4.5.1d) ve trofoblastik dev hiicreletinden (Sekil 4.5 le)
olusmaktaydi  Spongiyotrofoblastta sadece maternal kan damarlann  yer
almaktaydi Maternal kan adaciklarni cekirdeksiz eritrosit iceren yapilan ile
kolaylikla ayirt edilebilmekteydi Maternal kan adaciklari arasinda trofoblast
hiicreleri gdzlenmekteydi (Sekil 4.5 1d). Spongiyotrofoblast ile desidua arasinda
yer alan trofoblastik dev hiicreler koryollantoyik plasentayn  distan
cevrelemekteydi (Sekil 4.5.1e). Bu dénemde spongiyotrofoblast tabakasinin
tizerinde mezometriyal tarafta yer alan desidua bazalis yogun sekilde vaskiilarize
ve plasenta ile genel olarak iligkili iken antimezometriyal kutuptaki desidua
kapsiilaris ince ve daha az vaskiilarizeydi. Aym  giinde Ilabirent ve
spongiyotrofoblast  tabakalars heniiz tam olarak belirginlesmediginden
mikroskopik incelemelerde her iki bolgenin ayimmu giictii. E11. giinde diyabetik
plasenta derinligi kontrol grubuna gore mezometiiyal desiduanin daha derin
kismuna kadar uzanmaktaydi (Sekil 4.52a). Labirent tabakasi daha diizensiz
goriinimlii ve fotal kan damarlar bosluklan daha fazlaydi. Spongiyotrofoblast
tabakasi labirent tabakasindan zor ayirtedilebiliyordu. Dolayisiyla smurlar belli
degildi (Sekil 4.5.2b). Diyabet grubunda mezometriyal kisimda maternal desidua
ile komsulukta bulunan dev hiicreler kontrol grubu plasentalarina gdre desiduanin
daha i¢ derinliklezine kadar ilerlemekteydi (Sekil 4.5.2¢).
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Sekil 4.5.1a-e. El ] giinliik kontrol grubu plasenta goriiniimii. a: E11 glinliik kontrol grubuna ait
uterus + total embriyo kesiti (ysp: yolk sak plasenta, e: embriyo, kp:
koryoallantoyik plasenta, md: maternal desiduay H-E, X10. b: Pariyetal
endoderm hiicreleri (cift oklarla), Reichert membram (tek okla) ve trofobiastik
dev hiicrelerden (yildhzlar) olusan yolk sak plasenta H-E, X40 c: labirent
bilgesinde fotal kan damarlarmma ait gekirdekli eritrositler (oklar), trofoblast
hiicreleri (It) ve cekirdeksiz eritrositlere sahip maternal kan adaciklar: (gift
oklar) gorilmekiedit. H-E, X40 d: Baglanti zonunda, spongiyotirofoblast
hiicreleri (st) ve maternal kan adaciklan (oklarla) goriilmektedit H-E, X40 e:
Koryoallantoyik plasentay: distan cevreleyen trofoblastik dev hiicreler(oklarla).
H-E, X40

Sekil 4 5.2a-c. E11 glinliik divabetik gruba ait uterus + total embriyo kesitinin Hematoksilen-
Eozin boyanmast. a: Kontrol grubuna gire desiduanin daha derinlerine invaze
olan koryoallantoyik plasenta goriilmektedir {ysp: yolk sak plasenta, e: £
embriyo, kp: koryoallantoyik plasenta, md: maternal desidua) X10 b:
Birbitlerinden tam olarak ayird edilemeyen spongiyotrofoblast (st) ve labirent
tabakalar1 (lab) gérillmektedir X40 ¢: Kontrol grubu plasentalara gbre daha
derine invaze olan koryoallantoyik plasentaya ait dev hiicreler (oklarla)
goriilmektedir X40 '
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Gebeligin 13. giiniindeki kontrol grubu sicanlarda, koryoallantoyik
plasentada birbirinden farkli 3 ayn bolgenin tamamen belirginlestii gozlendi.
Bu fartkli bolgeler arnk rahatca mikroskopik olarak birbirinden ayirt
edilebilmekteydi (Sekil 4.5.3a). Bu bolgeler swasiyla icten disa dogru hem
trofoblast hem de mezodermal orijinli hiicreler, maternal kan bosluklan ile f6tal
damarlar iceren plasentanin besin ve gaz degisimi i¢in genis ylizey alani saglayan
labirent tabakast (Sekil 4.5 3b), spongiyotrofoblastlar ile maternal kan bosluklari
igeren baglanti zonu (Sekil 4 5.3¢) ve fotal dokuyu maternal dokudan ayiran dev
trofoblast tabakas: idi (Sekil 45 3d). Kontrol grubu 13, giinde labirent ve
spongiyotrofoblast tabakas: 11. gline gore daha genisti ve farklilasmalari hemen
hemen tamamlanmisti. Labirent tabakasindaki fotal eritrositler hala ¢ekirdekliydi
[3. giinde diyabetik sigcan plasentast mikroskobik olarak incelendiginde (Sekil
4.5 4a-e) kontrol ve diyabetik grup atasinda morfolojik olarak Snemli bir farklilik
goriilmedi. E13. glinde her iki grupta yolk sak plasenta hala belirgin bir sekilde
gozlenmekteydi (Sekil 4 5 3e, Sekil 4.5.4e)

Sekil 4.5.3a-e. E13 giinliik kontrol grubuna ait uterus + total embriyo kesitinin Hematoksilen-
Eozin boyanmalar. a: Total goriiniim (ysp: yolk sak plasenta, e: embriyo, kp:
koryoallantoyik plasenta, md: maternal desidua) X10 b: Labirent bélgesinde (lab)
fotal kan damarlarina ait cekirdekli eritrositler (tek oklar) ve c¢ekirdeksiz
eritrositlere sahip maternal kan adaciklar: (tek oklar) goriilmektedir. H-E, X40 c:
Baglanti zonundaki spongiyotrofoblastlar (st) ve maternal kan adaciklan (oklarla)
X40 d: Trofoblastik dev hiicreler (oklar) X40 e: Trofoblastik dev hiicreler (gift
oklar) ile izerinde parivetal endoderm hiicrelerinin (tek oklar) goriildiigii yolk sak
plasenta X40
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Sekil 4.5.4a-e. E13 giinliik diyabetik gruba ait uterus + total embriyo kesitinin Hematoksilen-
Eozin boyanmasi a: Total goriiniim (ysp: yolk sak plasenta, e: embriyo, kp:
koryoallantoyik plasenta, md: maternal desidua) X10. b: Labirent (lab) X40. c:
Spongiyotrofoblast (st} X40 d: Maternal desidua (md) ile karsi karsrya olan
koryoallantoyik plasentaya ait olan dev hiicreler (oklar) gortilmektedir (X40) e:
Trofoblastik dev hiicreler (gift oklar) ile pariyetal endoderm hiicrelerinin (tek
oklary gériildiigii yolk sak plasenta X40

Gelisimin 17 giiniinde kontrol grubu plasentada koryoallantoyik
plasentanin olgun yapisina ulastig: gozlendi (Sekil 4 5 5a-d). Plasentanin en genis
bolgesini labirent tabakasi olusturmaktaydi Fotal damarlarda yer alan fotal
eritrositlerin bir kismu cekirdeklerini kaybetmisti Labirentin en disi Reichert
membrani ve bu membranin iizerindeki pariyetal endoderm hiicreleri ile
doselivdi. Reichert membrani ve iizerindeki pariyetal endoderm hiicreleri
labirenti cevreledikten sonra allantoyik damarlann etrafimi gevirecek sekilde
gobek kordonunun oldugu kisimdan plasenta igine girmekteydi (Sekil 4.5.5b).
Dev trofoblast hiicrelerinin hemen altinda yer alan spongiyotrofoblast tabakasinda
11 ve 13. glinlerde gozlenmeyen glikojen hiicreleri yer almaktaydi (Sekil 4.5.5¢).
En dista desidua hiicrelerinin komsulugundaki dev trofoblast hiicreleri yer
almaktayd: (Sekil 4.55d). 17. giinde diyabetik grupta spongiyotrofoblast
tabakasinin kontrol grubuna gore daha genis bir alana yayildifi gozlendi
Dolayisiyla plasenta biiyiikliigii kontrol grubuna gore daha fazla goriilmekteydi
(Sekil 4.5.6a).
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Sekil 4.5.5a-d. E17 giinliik kontrol grubuna ait koryoallantoyik plasenta kesitinin Hematoksilen-
Eozin boyanmas! a: Total gériiniim (lab: labirent, st: spongiyotrofoblast} X10 b:
Labirent tabakasinda, Reichert membrani (ok baslari) lizerinde uzanan pariyetal
endoderm hiicreleri (tek oklar) ve allantoyik mezensimal doku (yildizlar) ile
gevrili allantoyik damarlarin etrafim cevreleyen visseral endoderm hiicreleri (gift
oklar) X40 e: Baglanti zonunda spongiyotrofoblast (st) ve glikojen hiicreleri (gh)
X40. d: maternal desidua (md) ile iliskili gdriilen ttofoblastik dev hiicreler (oklar)
X40.

Sekil 4.5.6. EI7 ginliik diyabetik gruba ait plasenta &rnefinde spongiyotrofoblast
tabakasinin (st) kontrollere gore daha genis bir alana yayildigi goriilmektedir H-
E X10, lab: labirent.
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Gelisimin 21 giinlinde kontrol grubu plasentanin 17 giine gore daha
fazla biiytidigli gozlendi Bu giinde spongiyotrofoblast tabakas: kiiciilmiis,
labirent tabakas: da daha fazla genislemisti (Sekil 4.5 7a). Labirent tabakasindaki
cekirdekli fotal kan hiicrelerinin  ¢ogunlugu cekirdeklerini kaybetmisti (Sekil
4.5.7b). Glikojen hiicreleri miktar1 da 17. gline gore azalmusti (Sekil 4.5.7d). 21
giinde kontrol grubunda spongiyotrofoblast tabakas: kii¢iilmiis olmasina karsin
diyabetik grupta hala daha genis bir alanda gozlenmekteydi (Sekil 4.5.8a)
Kontrol grubunda glikojen hiicreleri yer yer kaybolmasina kargin diyabetik grupta
hala énemli 6lctide varligini siirdiirmekteydi (Sekil 4.5.8¢).

e T

5

Sekit 4.5.7a-e. a: E21 giinliik kontrol grubuna ait koryoallantoyik bir plasentada E17 giinliik kontrol grubu
plasentaya gtre kiiciilmiis bir spongiyotrofoblast (st) buna karsihk daha fazla bir alana
yayilmis labirent (lab) tabakasi gizlenmektedir. H-E X10 b-e: Sekil a* da verilen kesite
ait allantoyis-labirent (sekil b) (veh: visseral endoderm hiicresi), bol miktarda ¢ekirdeksiz
erittosit igeren fotal damarlar (fd) iceren labirent (sekil c), spongiyotrofoblast (st) (sekil
d) ve wofoblastik dev hiicrelere (dh) (sekil e) ait biiyiik biiyiitmelere ait goriintiiler X40
md: maternal desidua (md).

Sekil 4.5.8a-d. a: E21 giinliik diyabetik gruba ait plasenta kesitinde, aym giin kontrol grubuna oranla
daha genis bir alanda gdzlenen spongiyotrofoblast dikkat c¢ekicidir H-E X10. b: bol
miktarda fotal kan igeren labirent X40 c¢: Spongiyotrofoblast (st) ve glikojen hiicreler
(gh) igeren baglanti zonu X40 d: Koryoallantoyik plasenta dev hiicreleri (oklarla)
X40. md: maternal desidua.

44

PTX




4.6, immiinohistokimyasal Bulgular

Kontrol ve diyabet gruplarina ait plasenta dokularinda trofoblast hiicrelere
spesifik keratin, cdkl ve PCNA gibi proliferasyon belirtegleri ile p27 ve p57 gibi
proliferasyon inhibitérlerinin immiinoboyanma yogunhuklannm dagilimlar: semi-
kantitatif olarak degerlendirildi ve tablo 4.6.2.1-4.6.5.1"de tzetlendi.

Calismamizin  Giris ve Amac’ ve ‘Gere¢ ve Yontem’ béliimlerinde
belirtildigi gibi calisilmas: planfanan anti-cyclin A, anti-cdk2 ve anti-
retinoblastoma proteinleri ile ilgili data sheetlerde ‘sicanlarda reaksiyon verit’
ifadesi yer almasina rafmen tiim denemelerimizde reaksiyon vermemistir. Bu
ytizden bu proteinler ¢alisilamamis ve degerlendirilememistir.

4.6.1. Keratin

Kontrol ve diyabet gruplanna ait plasenta dokularinda ektodermal kokenli
trofoblastlar ile mezodermal kokenli diger doku ve hiicreleri ayirt edebilmek
amactyla anti- keratin antibodisi immiinoboyanmasi uygulandi. Sonugta plasental
sinirlar ¢ok agik bir bigimde ayirt edilebildi (Sekil 4 6.1.1-8).

ysp

Sekil 4.6.1.1a-c. 11 gtnliik kontrol grubu sigan plasentasinda keratin immiinoboyanmas: a:
Genel dagilim Yolk sak plasenta (ysp), embriyo {(e), koryoallantoyik
plasenta (kp) ve maternal desidua (md) 10X b: Koryoallantoyik plasenta,
labirent (lab), spongiyotrofoblast (st} ve maternal desidua (md) 40X e:
Negatif kontrol 40X

Sekil 4.6.1.2a-b. 11 giinlik diyabet grubu sican plasentasinda keratin immiinoboyanmasi. a:
Genel dagilim. Yolk sak plasenta (ysp), embriyo (e), koryoallantoyik plasenta
(kp) ve maternal desidua (md) 10X b: Koryoallantoyik plasenta, labirent
(lah), spongiyotrofoblast (st) ve maternal desidua (md) 20X
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Sekil 4.6.1.3a-b. 13 giinliik kontrol grubu sigan plasentasinda keratin immiinoboyanmas. a:
Genel dagihm Yolk sak plasenta (ysp), embriyo (e), koryoallantoyik plasenta
(kp) ve maternal desidua (md) 10X b: Koryoallantoyik plasenta, labirent
(lab), spongiyotrofoblast (st) ve maternal desidua (md) 40X

Sekil 4.6.1.4a-b. 13 giinliik diyabet grubu sican plasentasinda keratin immiinoboyanmast. a:
Genel dagilim Yolk sak plasenta (ysp), embriyo (e), koryoallantoyik plasenta
(kp) ve maternal desidua (md) 10X; b: Labirent (lab), spongiyotrofoblast (st}
ve maternal desidua (md) 40X

Sekil 4.6.1.5a-d. 17 giinliik kontrol grubu sigan koryoallantoyik plasentasinda keratin
immiinoboyanmasi. a: Labirent (lab), spongiyotofoblast (st) ve maternal
desidua (md) 10X b: Labirent 160X. ¢: Spongiyotrofoblast 160X d: ¢
maternal desidua (md) komsulugundaki trofoblastik dev hiicre (dh) 160X

Sekil 4.6.1 6a-d. 17 giinliik diyabet grubu sican koryoaliantoyik plasentasinda keratin
immiinoboyanmasi. a: Labirent (lab), spongiyotofoblast (st) 10X b: Labirent
160X ¢: Spongiyotrofoblast 160X d: Desidua-dev hiicre 160X
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Sekil 4.6.1.7a-d. 2! giinliik kontrol grubu sican koryoallantoyik plasentasinda keratin
immiinoboyanmasi. a: Labirent (lab), spongiyotofoblast (st) ve maternal
desidua (md) 10X b: Labirent 160X e: Spongivotriofoblast 160X d:
Desidua-dev hiicre 160X

Sekil 4.6.%.8a-d. 21 giinliik diyabet grubu sigan koryoallantoyik plasentasinda keratin
immunoboyanmas:  a: Labitent (lab), spongiyotofoblast (st) ve maternal
desidua (md) 10X; b: Spongiyotrofoblast 160X; ¢ Labirent 160X; d:
Desidua- dev hiicre. 160X

4.6.2. Cdk 1

Kontrol ve diyabetik gruplara ait plasenta dokularinda cdkl
immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimi semi-kantitatif olarak degerlendirildi
ve Tablo 4.6 2 1’de gosterildi

ALLANTOYIS LABIRENT | BAGLANTI ZONU
Gebelik
Giinled | VEH PEH | ADEH | AMD |LFDEH| LI SI GH DH
S 11 -+ 4t £+ =+ +4+ 4t e X Eand
[
; 13 e ++ i+ + + e + X (%)
a 17 ++ + + +) {+) H (+) 0 0
21 + (4) (+) (+) 0 (+) 0 X o
EE-‘ 11 4+ + + + {+) 4 ++ X {+}
g 13 + (+) + -+ ++ 4 ++ X 4]
=< ‘
- 17 ++ + + + + et + 4 0
a
21 + 0 0 a 0 + 0 o 0

Tablo 4.6.2.1. Konirol ve diyabetik sican plasentalarinda edkl immiinoboyanmasinin
hiicresel daglimn  ADEH: allantoyik damar endotel hiicresi, AMD:
allantoyik mezensimal doku, DH: dev hiicre, GH: glikojenik hiicre, LT:
labirent trofoblast, LFDEH: labirent fotal damar endotel hiicresi , PEH:
pariyetal endoderm hiicresi, ST: spongiyotrofoblast . VEH: visseral
endoderm hiicresi (+): Zawif pozitif, +: Pozitif, ++: Kuvvetli pozitif, +++:
Cok kuvvetli pozitif, O: Negatit, X: Bolge meveut degil
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Ell. gilinde cdkl immiinoboyanmas: kontrol grubu sican plasentasinda
tim hiicre ftiplerinde ¢ok yogZun bir sekilde gozlendi (Tablo 4.6.2.1).
Immiinoboyanmalar hem nukleus hem de sitoplazmik alanlardayd: (Sekil
4.6.2.1a-c). Ayni giinde diyabetik sican plasentasinda labirent trofoblast hiicreleri
hari¢ diger tiim hiicre tiplerinde immiinoboyanma yogunlugu kontrol grubuna
gore daha diistiktii Labirent trofoblast hiicrelerinde kontrol grubunda oldugu gibi
vogun cdkl immiinoboyanmas: izlendi (Tablo 4.6.2.1; Sekil 4.6.2 2a-c). Bu
evrede her iki grupta glikojen hiicreleri heniiz ortaya ¢itkmamisti (Tablo 4.6.2.1)

Sekil 4.6.2.1a-c. 11 giinliik kontrol grubuna ait koryoallantoyik plasentada tiim hiicrelerdeki
yogun cdk! boyanmalari  la: Labirent (lab) ve baglanti zonu
spongiyotofoblastiarinda (st) yogun cdki immiinoboyanmalarnt 80X  1b:
Labirentte 6zellikle trofoblastlardaki (oklar) yogun cdkl boyanmalan
gozlenmektedir 160X 1¢: Trofoblastik dev hicreler (oklarla) 160X

Sekil 4.6.2.2a-c. 11 giinliik diyabet grubuna ait koryoallantoyik plasenta kesitinde labirent
trofoblastlar: (Sekil 2b’de oklarla) harig kontrol grubuna oranla daha diistik
yogunluktaki cdkl immiinoboyanmalart. 2a: Genel dagim. Labirent (lab),
spongiyotofoblast (st) 40X 2b: Labirent tabakasinda trofoblast hiicreleri (tek
oklar) ve cekirdekli fétal eritrositler (gift oklar) 160X. 2¢:Cdkl] zayii pozitif
trofoblastik dev hiicreler (oklarla) 160X
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E13. glinde cdkl immiinoboyanmast visseral endoderm hiicresi ve
labirent trofoblast hiicrelerinde c¢ok kuvvetli pozitif yogunlugunu korurken
pariyetal endoderm hiicresi, allantoyik damar endotel hiicresi, allantoyik
mezensimal doku, labirent fotal damar endotel hiicrelerinde kuvvetli pozitif,
spongiyotrofoblast ve dev hiicrelerde ise zayif pozitif gézlendi (Tablo 4 62 1;
Sekil 4.6 2 3a-d). Ay eviedeki diyabetik grupta labirent tabakasi ve baglanti
zonu spongiyotrofoblastlarinda ¢ok kuvvetli pozitif iken diger tiim hiicrelerde
kontrol grubuna gore yogunluk azalist dikkat ¢ekti (Tablo 4.6.2 1; Sekil 4.6.2.4a-

d)

Sekil 4.6.2.3a-d. 13 glinliik kontrol grubuna ait sigan plasentasinda; 3a: Cdkl gok kuvvetli pozitif
visseral endoderm hiicreleri {oklarla) 160X 3b: Cok kuvvetli pozitif labirent
trofoblast hiicreleri (oklarla) 160X 3e: Pozitif spongiyotrofoblastlar (oklarla) 160X
3d: Cdk1 zayif pozitif dev hiicreler (oklarla) 160X

Sekil 4.6.2.4a-d. 13 giinliik diyabet grubuna ait sigan plasentasinda labirent (sekil 4b) ve balanti
zonu (sekil 4c) spongivotrofoblastlarinda gok yogun, fakat diger hiicrelerde zayif
bir c¢dkl immiinoboyanmas: izlenmektedir. 4a: Allantoyiste ¢ekirdekli eritrositler
igeren fotal damarlar (fd} 160X, 4b: Labirentte f6tal damarlar (fd) komsulugundaki
cdkl  vyogun pozitif trofoblastlar (oklarla) 160X 4e: Baglanti  zonu
spongiyotrofoblastiar: (st) [60X. 4d: Dev hiicreler (dh) 160X.
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E17. giinde kontrol grubu sican plasentalarinda tiim hiicre gruplarinda
EIl ve EI3 giinlik kontrollere gére belirgin bir yogunluk azalis1 vardi
Glikojenik hiicreler ilk olarak bu evrede gozlendi (Tablo 4 6.2.1; Sekil 4 6 2.5a-
¢). Diyabetik grupta ayn; giin kontrol grubu ile kiyaslandiginda visseral endoderm
hiicreleri, labirent trofoblastlar ve baglant: zonu trofoblastlarinin bazilarinda daha
yogun bir boyanma oldufu, difer hiicrelerde ise kontrol grubuna benzer
yogunluklarda immiinoboyanmalarin gerceklestigi belirlendi (Tablo 4 6.2 1; Sekil
4.6 2 6a-d).

Sekil 4.6.2.5. 17 giinlik kontrol grubuna ait sican plasentasinda E11 ve E13 ginlik
kontrollere oranla tiim hiicre gruplarinda cdk1 yogunluk azahist goriilmektedir
5a:  Allantoyis (al) ve labirent (lab) 80X  5b: Baglanti  zonu
spongiyotrofoblastlan(st) ve glikojenik hiicreleri (oklarla) 80X 5c¢: Dev
hiicreler (dh) 80X

Sekil 4.6.2.6. 17 giinliik diyabet grubuna ait sican plasentasinda visseral endoderm hiicteleri
(sekil 6a), labirent trofoblastlarnin ¢ogunlugu (sekil 6b) ve baglanti zonu
trofobiastlarinin bazilarinda (sekil 6¢) aym giin kontrole gére daha yogun cdk]
immiinoboyanmalari. 6a: Allantoyiste allantoyik mezensimal doku (amd),
visseral endoderm hiicreleri (tek oklar) ve pariyetal endoderm hiicreleri (cift
oklar) 160X 6b: Labirentte ¢ok yogun cdkl pozitif trofoblastlar (oklarla)
160X 6¢: Cok kuvvetli pozitif bazi spongiyotrofoblastlar (oklarla) 160X 6d:
Kontrol grubu ile benzer aktivite gésteren dev hiicreler (dh} 160X
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E21. glinde visseral endoderm hiicrelerinde hala immiinopozitivite
gozlenirken diger tiim hiicrelerde ya ¢ok zayif bir immiinoboyanma ya da negatif
boyanma oldugu gozlendi. E17. glinde ortaya ¢ikan glikojen hiicrelerinin bu
eviede ortadan kaktifi belirlendi (Tablo 4.6.2.1; Sekil 4.6.2.7a-c) Diyabetik
grupta labirent tabakasi trofoblastlarinda ayni giin kontrole gore belirgin bir
immiinoboyanma yogunlugu artist dikkat cekiciydi. Ayrica bu grupta glikojen
hiicreleri varlig1 hala stirmekteydi (Tablo 4.6.2.1; Sekil 4.6.2 8a-d).

Sekil 4.6.2.7a-¢. 21 giinliik kontrol grubuna ait sican plasentasinda visseral endoderm
hiicrelerinde (Sekil 7a’da oklarla) hala cdkl pozitivitesi gdriiliirken, diger tiim
alanlarda immiinoboyanma zayifhigr goriilmektedir 7a; Allantoyis-labirent
80X 7b: Spongiyotrofoblast 80X. 7e¢: Dev hijere 80X

Sekil 4.6.2.8a-d. 21 giinliik diyabet grubuna ait sigan plasentasinda labirent trofoblastlarindaki
immiinoboyanma yogunlugu artisi izlenmektedir 8a: Allantoyik mezensimal
doku (amd) ve visseral endoderm hiicreleri (oklarla) 160X 8b: Labirentte cdkl
pozitif trofoblastlar (oklarla) 160X 8e: Spongiyotrofoblast (st} ve glikojen
hiicreleri (oklar) 80X 8d: Dev hiicreler (oklar) 80X
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Cdkl immiinoboyanma pozitif hiicre sitkhfn HSCORE analizine gore
degerlendirildiginde kontrol grubu sigan plasentalarinda gebelik yasina paralellik
gisteren bir azalma oldugu, diyabetik grupta ise cdk1 pozitif hiicre sikliginin E17
ve E21. giinlerde aym glin kontrole gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdidi belirlendi (Sekil 4.6.2.9)
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Sekil 4.6.2.9. E11, 13, 17 ve 21 glinlerde olan kontrol ve diyabetik sican
plasentalarinda edkl pozitif hiicre siklig1. Ozellikle E17 ve
E21 giinlerde diyabetik grupta kontrol grubuna gére
anlaml artis dikkati ¢cekmektediz. * p<0.001
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4.6.3. PCNA

Kontrol ve diyabetik gruplara ait plasenta dokularinda PCNA
immiinoboyanma yogunluklarinin dagilimi semi-kantitatif olarak deerlendirildi
ve Tablo 4 6.3.1’de gosterildi.

ALLANTOYIS LABIRENT BAGLANTI ZONU
Gebelik
Giinleri| VEH PEH | ADEH | AMD |LFDEH| LY ST GH DH
2 11 4+ it et 4+ 4t 4 i+ X ot
)
g 13 ++ + 4+ ++ ++ ++ -+ X A+
% 17 At + ++ + ++ ++ b () s
¥
21 + () {+) (+) {+) {+) ++ 0 +
a 11 bt - e+ bt 4+ -t ok X it )
o :
g 13 ++ -+ ++ + ++ ++ ++ X At
= 17 =+ + ++ ++ + + ++t ) ++ :
a
21 +b (+) + & 0 (+) £t ] ++

Tablo 4.6.3.1. Kontrol ve diyabetik sigan plasentalarinda PCNA immunoboyanmasinin hiicresel
dagilimi ADEH: allantoyik damar endotel hiicresi, AMD: allantoyik mezengimal
doku, DH: dev hiicre, GH: glikojenik hiicre, L.T: labirent trofoblast, LFDEH.:
labirent fotal damar endotel hiicresi , PEH: pariyetal endederm hiicresi, ST:
spongiyotrofoblast , VEH: visseral endoderm hiicresi .(+): Zayif pozitif, +
Pozitif, ++: Kuvvetli pozitif, +++: Cok kuvvetli pozitif, 0: Negatif, X: Bolge
mevcut degil

Ell giinde PCNA immiinoboyanmas: kontrol grubu sigan plasentasinda
tim hiicre tiplerinde yogun bir sekilde gozlendi (Tablo 463 1). PCNA
immiinoboyanmalan hticrelerin nitkleuslarinda gergeklesti (Sekil 4.6.3.1a-c)
Diyabetik grup ayni giin kontrol grubu ile kiyaslandiginda benzer yoZunluklarda
immiinoboyanmalarin gereklestigi belirlendi (Sekil 4.6 3.2). Bu evrede glikojen
hiicieleri heniiz ortaya gilkmamusti
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Sekil 4.6.3.1a-c. 11 giinliik kontrol grubuna ait sigan koryoallantoyik plasentasinda PCNA
pozitif hiicre yogunlugu goriilmektedir. 1a: Genel gdriiniim 10X 1b: Sekil
a’nin biiyiiltiilmiis sekli 80X, le: Negatif kontrol kesiti 40X e: embriyo, kp:
koryoallanioyik plasenta, md: maternal desidua.

Sekil 4.6.3.2. 11 giinlik divabetik sican grubuna ait plasentada aym giin konirol grubu
plasentasina benzer PCNA imminoboyanma goriiniimi e: embriyo, kp:
koryoallantoyik plasenta, md: maternal desidua

El3.giinde PCNA  immiinoboyanmas:  labirent  trofoblastlar,
spongiyotrofoblastlar ve dev hiicrelerde ¢ok kuvvetli pozitif siddetini korurken,
visseral endoderm hiicresi, allantoyik damar endotel hiictesi, allantoyik
mezensimal doku ve labirent ftal damar endotel hiicrelerinde kuvvetli pozitif ,
pariyetal endoderm hiicrelerinde ise pozitif olarak gozlendi (Tablo 4.6.3 1; Sekil
4.6 3 3a-b). Aym evredeki diyabetik plasentada ise pariyetal endoderm hiicreleri
ve spongiyotrofoblastta kuvvetli pozitif immiinoboyanma siddeti gtzlenirken
diger tiim hiire tiplerinde boyanma kontrol grubu ile aym siddetteydi (Tablo
4.6.3.1; Sekil 4.6 3 4a-b)

Sekil 4.6.33a-b. 13 giinliik kontrol grubuna ait sican plasentasinda ¢ok kuvvetli pozitif boyanan
labirent trofoblastlan (sekil 3a ° da oklarla), spongiyotrofoblastlar (sekil 3b’de
oklarla) ve dev hiicre (sekil 3b’de ¢ift oklarla) goriilmektedir. 3a: 160X; 3b: 160X

Sekil 4.6.3.4a-b. 13 giinliik diyabetik sigan grubuna ait plasentada PCNA immiinoboyanmalari 4a:
kuvvetli pozitif boyanan pariyetal endoderm hiicresi (oklarla), [abirent
trofoblastlarr () ve PCNA pozitif boyanan fotal eritrositler (gift oklarla)
goriilmektedir 160X 4b: Spongiyotiofoblastlarda (st) gok yogun PCNA akfivitesi
160X,
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E17. giinde kontrol grubu sican plasentalarinda allantoyik mezengimal
dokuda (Sekil 4.6.3.5a) ve dev hiicrelerde (Sekil 4.6.3 5¢) E11 ve E13 giinliik
kontrollere gore bir azalma gozlendi. Visseral endoderm hiicielerinde ise
boyanma siddeti E13 giinliik kontiollere gore daha fazlaydi (Sekil 4.6.3.5a).
Spongiyotrofoblastlardaki boyanma siddeti degismezken glikojenik hiicrelerde
zayif pozitif bir immiinoreaktivite gozlendi (Sekil 4.6.3.5b) Diyabetik gruba ait
sican plasentalar: ayni giin kontrol grubu ile kiyaslandifinda visseral endoderm
hiicreleti, labirent fotal damar endotel hiicresi ve labirent trofoblastlarda immiino
boyanma siddetinde bir azalma oldugu gdzlendi (Tablo 4.6.3.1; Sekil 4.6.3.6a-c).

Sekil 4.6.3.5a-c. 17 giinliik kontrol grubuna ait plasentada; Sa: Visseral endoderm hiicrelerinde
(oklarla) E13 giinliik kontrollere oranla PCNA yogunluk artis1 gizlenirken, allantoyik
mezensimal dokuda (amd) ve dev hiicrelerdeki E11 ve EI13 giinliik kontrollere oranla
PCNA  immiinchovanma  yofuniufu  azalisn  gorilmektedin 80X, 5h:
Spongiyotrofoblastlardaki (st} E13 gunliik kontrollere benzerlik gdsteren yogun PCNA
aktivitesi gozlenirken glikojenik hiicrelerdeki (gh) zayif PCNA aktivitesi dikkati
cekmektedir 80X. 5c¢: Dev hiicrelerdeki (dh) E11 ve E13 giinliik kontrollere oranla
PCNA immiincboyanma yogunlugu azalis: goriilmektedir 80X

Sekil 4.6.3.6a-c. 17 giinlik diyabet grubuna ait plasentalara ait degisik bdlgelerde aym giin kontiol
grubuna gore belirgin sekilde azalmig PCNA immiinoboyanmalari goriilmektedir.  6a:
Allantoyis (al) - labirent (lab) bilgesi 80X 6b: Labirent 160X 6¢: Spongiyotrofoblast
{(st) - dev hiicre (oklarla) 40X.

55




E21 giinde kontrol grubunda spongiyotrofoblastlarda kuvvetli pozitif,
vissertal endoderm hiicrelerinde pozitif ve dev hiicrelerde pozitif boyanma
gozlendi Glikojen hiicrelerinde boyanma gozlenmezken diger tiim hiicre
tiplerinde zayif pozitivite gozlendi (Tablo 4.6 3.1; Sekil 4.6.3.7a-c). Aym giin
diyabetik grupta ise visseral endoderm hiicreleri, allantoyik damar endotel
hiicreleri, allantoyik mezensimal doku ve spongiyotrofoblastlar ve dev hiicrelerde
kontrol grubuna gére immiinoboyanma siddetinde bir artis sézkonusuydu (Tablo
4.6.3 1; Sekil 4 6.3 8a-b)

Sekil 4.6.3.7a-c. 21 giinliik kontrol grubuna ait plasentada; 7a: Allantoyis (al) — labirent (fab)
bilgesinde pozitift PCNA aktivitesi 80X. 7b: Labirentteki zayif pozitif PCNA
aktivitesi 80X 7e: Spongiyotrofoblastiardaki (st) yogun PCNA aktivitesi devam
ederken glikojenik hiicrelerde (gh) negatif ve dev hiicrelerdeki (oklar) azalmus
PCNA aktivitesi géritimektedir 40X

Sekil 4.6.38a-b. 21 giinliik diyabet grubuna ait plasenta kesitlerinde aym giin kontrol grubuna
gore daha yogun PCNA immiinoboyanmalatr 8a: Labitent (lab)- allantoyis (al)
160X 8b: Spongiyotrofoblastlar (st), glikojenik hiicreler {gh) ve dev hiicreler (dh)
40X
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PCNA immiinoboyanma pozitif hiicre siklift HSCORE analizine gore
degerlendirildiginde kontrol grubu sican plasentalarinda gebelik yasina paralellik
gosteren bir azalma gosterdigi, diyabetik grupta ise PCNA pozitif hiicre siklifimin
Ell, E13, E17 ve E21. giinlerde ayni giin kontrole gire daha fazla oldugu ancak
bu artisin sadece 17 giinde istatistiksel olarak anlamli oldufu belirlendi (Sekil
4.6.3.9).
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Sekil 4.6.3.9. EL1, 13, 17 ve 21. giinlerde olan kontrol ve diyabetik sican plasentalarinda
PCNA pozitif hiicre sikliinin dzellikle E17. giinde diyabetik grupta kontrol
grubuna gére fazla olusu dikkati cekmektedir.
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4.6.4. p27

Kontrol ve diyabetik gruplara ait plasenta dokularinda p27
immiinoboyanma yogunluklarimin dagilimu semi-kantitatif olarak defeilendirildi
ve Tablo 4.6 .4.1°de gosterildi

ALEANTOYIS LABIRENT BAGLANTI ZONU
Gebelik
Giinleri] VEH PEH | ADFH | AMD |LFDEH| LT ST GH DH
o} 11 4] 0 0 1] 0 + + X +
2
= 13 0 0 1] 0 0 + ++ X ++
Z
a 17 + (+) 4+ 0 At s 4 + .
21 0 0 + i} 1+ g + X e
E 11 0 (+) i} 0 0 + 44 X +
ﬁ 13 0 + G G + s 4t X (+)
E 17 + {+) + 0 + ++ + () ++
21 (+) i ++ ] (+} ++ ++ (+} .

Tablo 4.6.4.1. Kontrol ve diyabetik sican plasentalarinda p27 immiinoboyanmasinin hiicresel
dagihmi.  ADEH: allantoyik damar endotel hicresi, AMD: allantoyik
mezensimal doku, DH: dev hiicre, GH: glikojenik hiicre, LT: labirent trofoblast,
LFDEH: labirent fttal damar endotel hiictesi , PEH: pariyetal endoderm
hiicresi, S1: spongiyotrofoblast , VEH: visseral endoderm hiicresi (+): Zayif
pozitif, +: Pozitif, ++: Kuvvetli pozitif, +++: Cok kuvvetli pozitif, 0: Negatif,
X: Bilge meveut degil
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P27 immiinoboyanmalan hiicrelerin niikleuslarinda gerceklesti. EI11
glinde genel olarak kontrol grubunda ¢ok az hiicrede pozitif boyandif: gézlendi
Anti-p27 antibadisi ile labirent trofoblastlar, spongiyotrofoblastlar pozitif, dev
hiicreler ise kuvvetli pozitif olarak boyandilar (Tablo 4.6 4.1; Sekil 4 6 4.1a-c).
Ay giin diyabetik grupta aym tip hiicrelerde immiinopozitivite benzerligi
gorillmekle birlikte spongiyotrofoblastlardaki boyanma siddeti kontiol grubuna
gbre biraz daha fazla, dev hiicrelerde ise daha azdi (Tablo 4.6 4.1; Sekil 4.6.4 2a-
c).

Sekil 4.6.4.1a-c. 11 giinliik kontrol grubuna ait plasenta kesitlerinde labirent
trofoblastlarinda (Sekil 1a’ da oklatla) ve spongiyotiofoblastlarda (Sekil
Ib’de oklarla) pozitif, dev hiicrelerde ( sekil 1c’de okla) ise kuvvetli pozitif
p27 imminoboyanmalary gdzlenmektedir la: Labirent 160X 1b:
Spongiyotrofoblastlar 160X, 1e: Dev hiicreler 160X

Sekil 4.6.4.2a-c. 11 giinliik diyabet grubuna ait plasentada labirent trofoblastlan (sekil 2a’da
oklatla) ve spongiyotrofoblastlardaki (Sekil 2b’de oklarla) kontrol grubuyla
benzerlik gosteren p27 immiinoboyanmalart ile dev hiicielerdeki (sekil
2¢’de  okla) kontrol grubuna gére azalms p27 immiincboyanmasi
gizlenmektedir. 2a: Labirent 160X 2b: Spongiyotrofoblast 160X, 2¢: Dev
hiicre 160X
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E13. glinde kontrol grubunda p27 immiinoboyanma siddetinin kontrol
grubu Ell. giin ile benzeilik gdstermekle birlikte spongiyotrofoblastlarda
boyanma siddeti E11 gline gore artmus oldugu gozlendi (Tablo 464 1; Sekil
4 6.4.3a-c) Diyabetik grupta 13 giinde labirent trofoblast damar endotel
hiicrelerinde pozitif immiinoreaktivite gzlendi. Bu grupta labirent trofoblastlar
ve spongiyotrofoblastlardaki boyanma siddetinin kontrol grubuna gore daha fazla
oldugu, dev hiicrelerdeki boyanma siddetinin ise daha az oldugu gézlendi (Tablo
4.6 4.1; Sekil 4.6.4 4a-c).

Sekil 4.6.4.3a-c. 13 giinliik kontrol grubuna ait plasentada spongiyotrofoblastiar (Sekil
3b’de oklarla) hari¢ diger hiicrelerdeki kontrol grubu EI1. giin ile olan
p27 imminoboyanma benzerligi 3a: Anti - p27 ile pozitif boyanmis bit
labirent  trofoblastn  goriilmektedir 160X, 3b: p27  pozitif
spongivyotrofoblastlar {oklarla) 160X 3¢: Dev hiicreler (oklarla) 160X

Sekil 4.6.4.4a-c. 13 giinliik diyabet grubuna ait plasentada labirent trofoblastlar (sekil 4a’da
oklarla) ve spongiyotroblastlardaki (sekil 4b’de oklarla) kontrol
grubundakinden daha fazla, dev tofoblastlarda (Sekil 4c’de okla) ise
kontrol grubundakinden daha az p27 boyanmalan 4a: Labirent 160X. 4b:
Spongiyotrofoblastiar 160X de: Dev hiicre 160X
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E17

giinde kontrol grubunda p27 imminoboyanmasinin 11 ve 13

giinlere gore artis gdsterdigi gozlendi Allantoyik mezensimal doku disinda diger
tiim hticre tiplerinde immiinoreaktivite goriildii (Tablo 4.6.4.1; Sekil 4.6 4.5a-d)
Bu giinde glikojenik hiicrelerde de pozitif boyanmanin oldugu gozlendi. Aym giin
diyabetik grupta pozitif boyanan hiicrelerin boyanma siddeti ve boyanan hiicre
sikligi kontrol grubuna gore daha azdi (Tablo 4 6 4.1; $ekil 4 6.4.6a-d).

Sekil 4.6.4.5a-d.

Sekil 4.6.4.6a-d.

17 giinliik kontrol grubuna ait plasentada allantoyik mezensimal dokuda (sekil
5a’da “amd” ile) p27 imminoboyanmasi gdzlenmezken diger tiim hiicre
tipletinde E11 ve E13 gilinlik kontrol dokularmma gdre artis gisteren p27
immiinoboyanmalan goriilmektedir 5a: Allantoyis — labirent bolgesi 160X amd:
allantoyik mezensimal doku, lab: labirent Sh: p27 pozitif labirent trofoblastlan
(oklarla) 160X. 5¢: p27 ile yogun pozitif spongiyotrofoblastlar (oklarla) ve daha
az pozitivite gisteren glikojenik hiicreler (¢ift oklarla) 160X. 5d: p27 pozitif dev
hijereler (oklarla} 160X

17 giinlilk diyabet grubuna ait plasentada kontrol grubuna oranla daha az goriilen
p27 boyanmalari 6a: Allantoyis 160X, 6b: Labirent. 160X. 6e:
Spongiyotrofoblast 160X 6d: Dev hiicre 160X
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E21 giinde kontrol grubunda pozitif boyanan hiicrelerin boyanma
siddeti allantoyik damar endotel hiicreleri ve spongiyotrofoblastlarda EL17. giin
kontrol grubuna gore azaldi El17 giinde immiinoreaktivitenin gozlendigi
pariyetal ve visseral endoderm  hiicreleri ile glikojenik  hiicrelerde
immiinoreaktivitenin ortadan kalkti§1 gozlendi (Tablo 4 6.4 1; Sekil 4.6.4.7a-d)
Labirent trofoblastlari, spongiyotrofoblastlar ve dev hiicrelerde boyanma siddeti
kontrol grubuna goére daha azdi (Tablo 4.6.5.1; Sekil 4.6.4 8a-c)

Sekil 4.6.5.7a-d. 21 giinlik kontrol grubuna ait plasentada allantoyik damar endotel hiicreleri (gekil
7a’da oklarla) ve spongiyotrofoblastlarda (sekil 7c’de oklarla) E17 giine oranla
azalmis p27 immiinoboyanmalar1 Labirent trofoblastlar: (sekil 7b’ de okarla) ve dev
hiicrelerde (sekil 7d’de oklarla) hala yoSun p27 immiinoboyanmasi goriilmekiedir
7a: Allantoyis 160X, 7b: Labirent 80X 7e¢: Spongiyotrofoblastiar 160X 7d: Dev
hiicreler 80X

Sekil 4.6.5.8a-c. 21 giinliik diyabet grubuna ait plasentada labirent trofoblastlar1 (sekil 8a’da oklarla),
spongiyotiofoblastlar (sekil 8b'de oklarla) ve dev hiicrelerde (sekil 8c’de okla) aym
giin kontrol grubuna gore azalmis p27 boyanmalari 8a: Labirent 80X 8b:
Spongiyotrofoblast 80X, 8c: Dev hiicre 80X
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P27 immiinoboyanma pozitif hiicte sikhfi HSCORE analizine gore
degerlendirildiginde E13 ve E21. giinlerde kontrol ve diyabetik grupta pozitif
hiicre siklifinin birbirine yakin oldugu, EIl ve El7. giinlerde ise kontrol
grubunda diyabetik gruba gore istatistiksel olarak anlamlr olacak sekilde daha
fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.6.4.9).
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Sekil 4.6.4.9.E11, 13, 17 ve 21. giinlerde olan kontrol ve diyabetik sican plasentalarinda
p27 pozitif hiicre sikhiimn dzellikle E11 ve E17 giinde kontrol grubunda
artis1 gozlenmektedir (p<0.001)
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4.6.5. pS7

Kontrol ve diyabetik gruplara ait plasenta dokularinda p57
imminoboyanma yogunluklarinin dagilimi semi-kantitatif olarak degerlendirildi
ve Tablo 4.6.5.1°de gisterildi.

ALLANTOYIS LABIRENT BAGLANTI ZONU
Gebelik
Giinleri| VEH PEH | ADEH| AMD {LFDEH| LT 81 GH DH
é 11 0 0 0 0 4+ + 4+ X A+
&4 13 0 0 0 0 0 (+) ot X -
[
% 17 ot ) + 0 @) + = + -t
o
21 (+} ] e 0 ++ 4+ 4t X fnns
g 11 0 0 0 0 0 + it X -+
H
g 13 + 0 () 0 + + -t X +
E 17 ++ + + 0 + -t + {+) ++
=
21 0 0 + 0 ++ +4+ 4t 0 [mns

Tablo 4.6.5.1. Kontrol ve diyabetik sigan plasentalarinda p57 immiinoboyanmasinin
hiicresel dagilimu. ADEH: allantoyik damar endotel hiicresi, AMD:
allantoyik mezensimal doku, DH: dev hiicre, GH: glikojenik hiicre, LT:
labirent trofoblast, LEDEH: labirent fotal damar endotel hiicresi , PEH:
pariyetal endoderm hiicresi, ST: spongiyotrofoblast , VEH: visseral
endoderm hiicresi. (+). Zayif pozitif, +: Pozitif, ++: Kuvvetli pozitif, +++:
Cok kuvvetli pozitif, 0: Negatif, X: Bolge mevcut degil
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Her iki grupta P57 immiinoboyanmalart hiicrelerin niikleuslarinda
gerceklesti. E11 glinliik kontrol grubu plasentalarinda genel olarak cok az hiicrede
pozitif boyanma gozlendi. Poritif boyanan hiicrelerin ¢cogunlugu labirent fotal
damar endotel hticreleri, baglanti zonu spongiyotrofoblastlanydi Pozitif boyanan
¢ok az sayidaki dev trofoblastlarda cok yogun niikleer boyanma seklinde gézlend:
(Tablo 4.6.5.1; Sekil 4.6 5 1a-c). Ayn1 donemin diyabetik sican grubuna ait
plasenta dokusunda, pozitif boyanmalar kontrol grubunda boyanan bélge ve hiicre
tipleri ile benzerlik gdstermesine ragmen pozitif boyanan hiicrelerin boyanma
siddeti kontrol grubuna gore daha azdi (Tablo 4.6.5 1; Sekil 4.6 5.2a-c)

Sekil 4.6.5.1a-c. 11 giinfiik kontrol grubuna ait plasental dokuda p57 ile pozitif boyanan
labirent  fotal damar endotel hicreleri  (sekil 1a’da oklarla),
spongiyotrofoblastlar (sekil 1b’de oklarla}) ve dev hiicieler (sekil lc'de
oklarla) gériilmektedir. la: Labirent 160X 1b: Spongiyotrofoblastlar 160X
1¢: Dev hiicreler 160X,

Sekil 4.6.5.2a-c. 11 giinliik diyabet grubuna ait plasentada p57 immiincboyanma yoZunluZu
azalmig labirent trofoblastlan (sekil 2a’da oklatla), spongiyotrofoblastlar (sekil
2b'de oklarla) ve dev hiicreler (sekil 2c’de oklarla) goriilmektedir. 2a:
Labirent 160X 2h: Spongiyotrofoblastiar 160X, 2e: Dev hiicreler 160X
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Embriyonal 13. giinde p57 immiinoboyanma siddeti kontrol grubunda
E11°dekine gore daha diisiiktii. Pozitif boyanmus hiicreler dzellikle trofoblastlar
olup ¢ogunlugu Ellde oldugu gibi spongiyotrofoblastlarda yogunlagmist:. Yolk
sak plasentada yogun boyanmus birka¢ dev trofoblast disinda kalan diger dev
trofoblastik hiicrelerde pozitif boyanma gozlenmedi (Tablo 46.5.1; Sekil
4 6 5.3a-c). Diyabet grubu plasental dokuda, p57 immiinoboyanma siddeti kontrol
grubundakine gore daha yogundu. Pozitif boyanan trofoblastlarin  ¢ogu
spongiyotrofoblastlarda yerlesikti. Kontrol grubunda oldugu gibi trofoblastik dev
hiicrelerin pek azinda pozitif immiinoboyanma gdzlendi (Tablo 4.6 5.1; Sekil
4.6.5 4a-c)

Sekil 4.6.5.3a-c. 13 giinliik kontrol grubuna ait plasentada E11 giinlilkk kontrol grubuna gére daha
diisiik yogunluktaki p57 immiinoboyanmalar: 3a: Labirent trofoblastlan (oklarla)
160X 3b: Spongiyotrofoblastlar (oklarla) 160X 3e¢: Dev hiicie (okla) 160X

Sekil 4.6.5.4a-c. 13 giinliik diyabet grubuna ait plasentada ayni giin kontrol grubundakine oranla
artmis pS7 immiinoboyanmalan. 4a: Labirent trofoblastlan (oklarla) 160X, 4b;
Spongiyotrofoblastlar (oklarla) 160X 4c¢: Dev hiicreler (oklarla) 160X, md:
maternal desidua
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E17. giinde, E11 ve E13. giinlerde oldugu gibi boyanan hiicre sayis1 ve
immitinoboyanma yogunlugu fital plasental bolgelerden maternal bolgelere dogru
artis  gosterdi. Allantoyik fotal damar endotel hiictesinde ve labirent
trofoblastlarinda ise pozitif boyanma siddeti gézlenirken, spongiyotrofoblastiar ve
dev trofoblast hiicrelerinde daha yogun bir immiinoboyanma gozlendi (Tablo
46.5.1; Sekil 465 5a-c) Aynm evredeki diyabetik plasental dokuda, kontrol
grubu sican plasentalarinin aksine allantoyik bélgeye ait pariyetal endoderm
hiicrelerinde degisik yogunluklarda pozitift boyanma gozlendi Labirent
bolgesinde embriyonal bdlgeye yakin kisimlarda fotal damar endotel hiicreleri ve
trofoblastik hiicrelerde labirentin maternal bolgeye yakin i¢ bolgelerine oranla
daha fazla sayida hiicrede ve daha yogun gozlendi Labirentin spongiyotrofoblasta
komsu alanlari, spongiyotrofoblast ve dev trofoblastik hiiczelerde aym ddnemin
kontrol grubu plasental dokularina gére daha az hiicrede ve daha az yogunlukta
p57 immiinoboyanma siddeti gozlendi (Tablo 4.6 5.1; Sekil 4 6.5.6a-c).

Sekil 4.6.5.5a-c. 17 giinliik kontrol grubuna ait plasentada labirentte fotal endotel hiicreleri (sekil
5a’da oklaila) ve uwofoblastlarda (sekil S5a’da ¢ift oklarla) pozitif p57
immiinohoyanmalar1 gézlenirken spongiyotrofoblastlarda (sekil 5b’de oklarla) ve
dev hiicrelerde (sekil S5c’de oklarla) daha yogun bir immiinoboyanma gézleniyor
5a: Allantoyis (al) ve labirent (lab) 160X Sh: Spongiyotrofoblastlar 160X. Se:
Dev hitcreler 160X

Sekil 4.6.5.6a-c. 17 giinliik diyabet grubuna ait plasentada labirentin allantoyise komsu alanlarinda
pariyetal endoderm hiicreleri (sekil 6a’da tek oklarta) ve trofoblastlarda (sekil 6a’da
¢ift oklarla) kontrol grubuna oranla daha az yogunlukta p57 immiinoboyanmalar
gozlenirken, spongiyotrofoblastlar (sekil 6b’de oklarla) ve dev hiicrelerdeki (sekil
6¢c’de okla) yogunluk azaligi goriilmektedir 6a: Labirent-zllantoyis 160X 6b:
Spongiyotrofoblastlar 160X, 6c: Dev hiicre 160X
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E21. giinde kontrol grubu sigan plasentalarinda tim bolgelerde boyanan
hiicre sayist ve boyanma siddeti, EI1 ve EI13 kontrol grubu sican
plasentalarindakine oranla daha yogun gozlendi (Tablo 4.6.5.1; Sekil 4.6.5 7a-c)
Diyabetik grupta fotal bilgelerdeki pozitif immiinoboyanma gosteren hiicrelerin
sayist ve boyanma siddetinin maternal bolgelere dogru azalma gosterdigi
belirlendi (Tablo 4.6 5.1; Sekil 4.6.5.8a-d)

Sekil 4.6.5.7a-c. 21 giinliik kontrol grubuna ait plasentada tim bélge ve hiicrelerde E11, E13 ve E17
giinliik kontrol grubundakilere oranla daha fazla sayida ve daha yoZun p37
immiinoboyanmalar:.  7a: Allantoyis (al) — labirent (lab) bélgesinde yogun
boyanmus trofoblastlar (oklarla) 80X 7b: Spongiyotrofoblastlar (oklarla) 160X 7e:
Dev hiicreler (oklarla) 160X

Sekil 4.6.5.8a-c. 21 giinliik diyabet grubuna ait plasenta kesitlerinde {6tal bolgelerden maternal
bolgelere dogru azalan p57 immiinoboyanma yogunluklan 8a: Allantoyis bolgest
(okla) 160X 8b: Labirent trofoblastlart (oklarla) 160X 8e¢: Spongiyotrofoblastlar
(oklarla) 160X 8d: Dev hiicre (okla) 160X .
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E21. giinde kontrol grubu sigan plasentalarinda tiim bolgelerde boyanan
hiicre sayist ve boyanma siddeti, El1l1 ve EI3 kontrol grubu sigan
plasentalarindakine oranla daha yogun gozlendi (Tablo 4.6 5.1; Sekil 4.6.5.7a-c)
Diyabetik grupta fotal bolgelerdeki pozitif immiinoboyanma gosteren hiicrelerin
sayist ve boyanma siddetinin maternal bolgelere dogru azalma gosterdigi
belirlendi (Tablo 4.6.5.1; Sekil 4.6.5.8a-d).
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Sekil 4.6.6.9. E11, 13, 17 ve 21. giinlerde kontrol ve diyabetik si¢an plasentalarinda
p57 porzitif hiicre stkhig
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TARTISMA

Diyabetik gebelikler ¢ogunlukla spontan diisiik, 6lii dogum ve konjenital
malformasyonlarin  artan insidansi ile karakterizedir Diyabetik annelerin
yavrularinda, bu malformasyonlarin orani genel populasyonda goriilenden 3-5 kat
daha fazladir (96). Diyabet nedeniyle gelisimsel olaylari diizenleyen genlerin
ekspresyonlan hasar gérmektedir (97). Ancak bu malformasyonlann molekiiler
mekanizmalari heniiz tam olarak bilinmemektedir (98).

Diyabetik bir insanin gebeligi saglikh bir insaninkiyle karsilastinldiginda en
belirgin farklilik anneden fetiise dogru artan glikoz destefidir (99). Maternal kandaki
anormal glikoz diizeyi, embriyoya glikoz transportunu indiikleyerek maternal
diyabetten kaynaklanan teratojenik etkileri ortaya gikarmaktadir (97). Bu teratojenik
etkiler ¢ogunlukla, perinatal ve postnatal Sliimlere neden olabilmektedir (100).

Gebelik yasina gore iri bebek demek olan makrozomi, insanlarda 6nceden var
olan veya gebelik durumunda ortaya cikan diyabetik gebeliklerde gbzlenir. Bununla
birlikte, son zamanlarda yapilan calismalanin sonuglarina gore; insanlarda 1.
trimester boyunca fotal bilyiime gerilifi gozlenmesinin ardindan 3. trimesterde
makrozomi ortaya ¢tkmaktadir (101, 102).

Diyabetik kadinlatin  gocuklarinda makrozomi  goriiliitken  spontan
(kendiliginden olusan) diyabet gbzlenen ya da deneysel olarak diyabet olusturulan
sicanlarin yavrularinda biiylime geriligi gozlenir. Diyabetik sican yavrularinda olusan
bilyiime gerilifinin ne zaman basladig1 ve plasental patolojinin fotal gelisimi nasil
etkiledigi acik degildir (16).

STZ enjeksiyonu yapilarak deneysel diyabet olusturulan sicanlar maternal
diyabetin patofizyolojik etkilerini ¢alismak i¢in bir model olarak kullamilmaktadir.
Fotal biiyiime geriligi bu gebeliklerin bir 6zellifiditr Bu nedenle olusturulan
diyabetik sican modeli insan diyabetik gebeliklerinde erken evreleri daha yakindan
yansitabilir ve fotal biiyiime gerilifinin nedenleri ile ilgili calismalar i¢in yararh
olabilir (103). Aynica sigan plasentasi, plasental gelisim ve diyabet indiiklii
plasentomegali arastirmalarinda yarartlt bir model olabilir Hem insan hem de
kemirgenlerin diyabetik gebeliklerine ait plasentalarda yapisal ve biyokimyasal
anormallikler gozlenmistir. Boyle gebeliklerle olusan plasenta anormallikleri ile fotal
biiyiime geriligi arasinda nedensel bir baglant1 kurulabilir (20).

Diyabetik embriyo boyutlarindaki bu diisiislerde apoptoz sinyal yolag da
kritik bir rol oynayabilir. Nitekim, memelilerde preimplantasyon blastosistlerinde
yapilan bir ¢alismada (98) normal bir blastosist gelisimi icin anormal hiicrelerin
apoptoz ile ortadan kaldmriimas: gerektigi ve bu islemin de normal bir islem oldugu
One stiritlmiistiir.
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Deneysel olarak indiiklenmis hiperglisemi sartlarinda diyabet olgusunun
embriyonik hiicreleri malformasyona ugrattigi ve bu hiicrelerin daha sonra apoptoza
gittigi belirtilmistir (98). Bu durum, hiicrelerin, hiperglisemi tarafindan hiicre siklusu
sinyal yolaginin inhibe edilip, apoptotik sinyal yolaginin ise aktive edilerek apoptoza
dogru yonlendirildigini gosterir (98). In vitroda, yiiksek doz glikoz ortaminda kiiltiire
edilen sigan ve fare blastosistleri ile yapilan caligmalarda, yilksek doz glikoz
ortaminda gelistirilen blastosistlerin kontrollere gore ozellikle i¢ hiicre kitlesinde
olmak lizere daha az hiicre igerdiklerini gdsterilmistir. Yiiksek doz glikoz ortamu,
trofoektodermden ¢ok i¢ hiicre kitlesinde apoptozun indiiklemesinde rol almustir
(104, 105, 106).

2003 yilinda Hinck ve arkadaslarimin yaptiklar: bir ¢alismada (107) yiiksek
diizeyde glikoza maruz kalan sican trofoblast hiicrelerinin normal diizeyde glikoza
maruz kalan hiicrelere oranla daha fazla sayida olduklari, niikleuslarimin daha kiiciik
oldugu fakat daha fazla DNA igerdikleri bulgusunu elde etmislerdir Buna gore,
yiiksek diizeyde glikozun, endosiklusun her basamagimi kontrol eden siklin/cdk
komplekslerini  etkileyerek endosiklus boyunca ilerlemeyi bozabilecegini
vurgulamislardir.

Hamilelik boyunca maternal diyabette degisen metabolik ¢evre, normal fital
gelisim ile siirekli olarak etkilesim igindedir (3) STZ ile diyabet indiiklenen
sicanlarda diyabet, plasentanin diizglin fonksiyon gérmesini engelleyerek anne ile
fetlis arasindaki yetersiz transfere neden olur ve gelisen fetliste uterus i¢i biiylime
geriligi (IUGR) ve anormalliklere yol agar (21).

Diyabetik insan gebeliklerinde makrozomi ve plasentomegali varlig1 maternal
diyabetin kontrolii, siiresi ve ciddiyetindeki farkliliklar1 yansitabilit. Genelde insan
diyabetik gebelifinde plasentomegali olgusunun makrozomik fetlis olusumu ve bu
fetiis tarafindan artan beslenme istegini destekledigine inanilu. Bununla birlikte bu
durum kemirgen diyabetik gebelifindekine zittir, nitekim diyabetik sican fetiisleri
genelde gelisme gerilifi gosterir fakat buna karsilik plasentomegali olugur. Bu
nedenden dolay: kemirgen tiirlerinde maternal diyabet varliginda plasentomegalinin
fonksiyonel ©Onemi halen tam olarak anlasilmig degildir (108). Dolayisiyla
aragtirmacilar, boyle tiirlerde olugan hipergliseminin plasental dokuda siirekli olarak
hticre boliinmesi ve biiyiimeyi indiikleyerek plasentanin immatiiritesine neden
olabilecegini vurgulamslardir (21).

Robinson ve arkadaslari, yaptiklari bir ¢alismada (20) gebeligin 14. ve 16.
glinlerindeki diyabetik si¢anlarin plasenta aguliklaninin kontrol grubuna gore énemli
derecede daha diisiik oldugunu, ancak 18 giinden sonra plasenta agirhiginin kontrol
grubu  sicanlardakini  gectifini  bildirmislerdisr. Bu calismaya gore, diyabetik
siganlarin plasentalan gebelifin erken donemlerinde kontrollere gore daha az
proteine, RNA, DNA’ya ve daha az hiicre sayisina sahipken 18. giinden sonra zit
olarak daha fazla DNA, RNA ve dolayisiyla daha fazla hiicre icermekteydi. Ayrica
diyabetik plasentalarda 16. giinden baglayarak glikojen depolanmasi artmusti.
Halbuki glikojen konsantiasyonu kontrol giubu sican plasentalarinda ilerleyen
gebelik ile yavas yavas diisme gosterdi (20).




Gahiymamizda deneye dahil olan tiim giinlerde (Eil, E13, E17 ve E2I.
glinler) embriyo aguliklaunin diyabetik grupta kontrol grubuna gére daha diisiik
oldugunu bulduk. Bu diisiisler 13 ve 17. giinde istatistiksel olarak anlamliydi. Bu
bulgulanmiz, daha &nce yapilan ¢alismalann bulgulartyla uyumluluk gostermektedir
(16, 20, 100, 103).

Embriyoda yaptifimiz uzunluk ol¢limlerine gore, diyabetik gruplara ait
embriyo uzunluklarinda embriyonik 13. giinden baglayarak embriyo agirliklarindaki
diisiislere paralellik gosteren diisiiglerin gergeklestigi ve bu diistislerin embriyonal 13
ve 17. giinlerde istatistiksel olarak anlamlilik gosterdigi belirlendi. Diyabetik
annelerin embriyo uzunluklarinda gériilen bu azalmalar embriyoda gériilen biiyiime
gerilifi ile paralellik gostermektedir.

Calismamizda elde ettifimiz verilere gore; 17 ve 21. giinlerde diyabetik
gruplara ait plasenta afuliklan kontrol grubundakilere gére istatistiksel olarak
anlamli olacak sckilde daha fazlayd:. Agulik oranlarinda oldufu gibi, plasenta
caplari da 17 ve 21 giinliik diyabetik grupta kontrol grubuna gére daha fazlayd
ancak bu farklilik istatistiksel olarak énemli degildi.

Yukarida verilen literatiir bilgilerinden de anlasiidifs gibi embriyo agurhigs,
uzunlugu ile plasenta agiliklar1 ve gaplar ile ilgili bulgularimiz literatiir bilgileri ile
uyumludur. Dolayisiyla bizim bu bulgularimz daha dnceki calismalarin da belirttigi
gibi diyabet olaymmin sican embriyolatinda biyiime gerilifine yol agarken,
plasentalatinda plasentomegaliye neden olabilecegini gisterebilir.

Padmanabhan ve arkadaslart 2001 (16) yilinda yaptiklan ultrastriiktiirel bir
caligmada diyabetik sigan plasentasinda gordiikleri anormallikleri $zetlemislerdir Bu
calismaya gbre, 14 giinlilk STZ grubunun plasentasi, daha kalin desidua bazalis ve
genislemis maternal siniizoidlere sahipti. 16. giinde, desidua bazalis glikojen igeren
hiicreler icermekteydi Bazal zonun glikojen hiicrelert, diyabetik grupta daha fazlayd:
ve bazi bolgelerde eozinofilik bir icerige sahip kistler birakarak dejenere olmustu.
Dev hiicreler asu1 derecede prolifere olmustu. Labirent, siingerimsi bir goriiniime
sahipti. Labirentin trofoblastlart kontrollere benzemeksizin az miktarda glikojen
icermekteydi 18. giinde STZ grubunun desidua bazalisi kontroliinkine gore daha
inceydi ve nekrotik dev hiicreler ile lenfositik agregasyonlar igermekteydi. Bazal
zonda dev hiicreler daha fazla prolifere olmuslar ve daha fazla glikojen hiicresi
dejenere olmustu.

Bizim calismamizda diyabetik sican plasentasinda yaptifimiz rutin 151k
mikroskopik incelemeler sonucunda; embriyonik 11. giinde diyabetik plasenta
derinliginin kontrol grubuna gore mezometriyal desiduanin daha derin kismina kadar
uzanmakta oldugu, labirent tabakasimin daha diizensiz gériiniimlii oldufunu ve
kontrollere gére daha fazla f6tal kan damarlari  bosluklan igerdigini,
spongiyotrofoblast tabakasimin labirent tabakasindan zor ayirtedilebildifini ve
dolayisiyla simirlaninin belirlenemedigini; maternal desidua ile komsuluk yapan dev
hiicrelerin kontrol grubu plasentalarina gore desiduanin daha i¢ derinliklerine kadar
iletlemis olduklanimi gozledik. 13. giinde kontrol ve diyabetik grup arasinda
morfolojik olarak onemli bir farklihk goriilmezken 17 giinde diyabetik plasenta
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bilyikliigiiniin kontrol grubuna gore daha fazla oldugunu, spongiyotrofoblast
tabakasinin kontrol grubuna gire daha genis bir alana yayildigim ve glikojenik
hiicrelerin daha fazla sayida olduklarini, 21 giinde de E17. giinde oldugu gibi
diyabetik plasentalarin kontrol grubu plasentalarina gore daha biiyiik oldugunu
gozledik Ayrica kontrol grubunda trofospongiyum tabakas: kiiglilmiis olmasina
karsin diyabetik grupta hala daha genis bir alanda gbzlenmekteydi ve kontrol
grubunda glikojen hiicreleri yer yer kaybolmasina karsin diyabetik grupta hala
onemli 6l¢lide varligins siirdiirmekteydi.

Calismamizda, kontrol grubu sican plasentalarinda gebelik yasina paralel
olarak gozlemledigimiz cdkl immiinoboyanma yogunlugu azalmasi normal bir
fizyolojik siireci yansitmaktadir. Ciinkii, terme yaklasan plasentada proliferasyon
olayinin azalmasi beklenir. Diyabetik grupta kontrol grubundakinin aksine 17 ve 21.
giinlerde 6nceki giinlere gore cdkl immiinoboyanma yofunlufunda bir artis
sozkonusuydu. Bu bulgu Robinson ve arkadasglarnnin plasentomegali olayimin
gebeliin ilerleyen evrelerinde ortaya cikmasiyla ilgili olan calismasiyla (20)
uyumnludur. Diyabetik grupta spongiyotrofoblastlar ve dzellikle labirent trofoblastlar
kontrol grubuna gére daha siddetli cdkl immiinoboyanma aktivitesi ile dikkat
cekiciydiler. Bu hiicrelerin diyabetik 17 ve 21 giin plasentalarda goriilen daha fazla
mitotik aktiviteden sorumlu olmast muhtemeldir. Calismamizin bulgularina gore
baglanti zonu, diyabetik grupta kontrol grubuna gore daha biiyiikti. Bunun
nedenlerinden birisi daha Onceki calismalarla (16, 20, 99, 100) ve bizim
calismamizla da gosterildigi gibi glikojen depolanmasinin  artmas: olabilir,
Calismamizla, ayrica spongiyotrofoblastlarin da asin miktarda prolifere olarak
baglant: zonunun daha biiyiik olmasinda katkisi olabilecegini gdstermis olduk.

PCNA, hiicre siklusunun S fazinda rol alan, replikasyon faktorii C (RFC)’ nin
etkisiyle DNA'ya tutunarak cesitli DNA niikleazlarin, DNA polimeraziarin ve DNA
ligazlarin DNA' ya baglanmasini saglayarak DNA 1eplikasyonu, rekombinasyonu ve
tamirinde rol alan bir proteindir (109).

PCNA'nin insan plasentasinda ertken gebelik doneminde en fazla, orta gebelik
doéneminde daha az ve termde de en az diizeyde eksprese edildigi bildirilmistir (110).

Calismamizda PCNA immiinoboyanmasi yogunlugu, kontrol ve diyabetik
sican plasentalarinin her ikisinde de calisilan tiim hiicre tiplerinde gebelik yasina
paralel bir sekilde azalma gosterdi. Bununla bitlikte E17 ve E21. giinlerde diyabetik
sigan grubunda kontrol grubuna goére tiim hiicre tiplerindeki PCNA immiinoboyanma
yogunlugu daha fazlaydi Calismamizda aynica PCNA immiinopozitif hiicre sikligt
kontrol grubu ve diyabetik sican plasentalarinda gebelik yasina paralel olarak bir
azalma gosterdi ve diyabetik grup plasentalarindaki PCNA pozitif hiicre sikligi,
galisilan tim glinlerde ayn: glin kontrole gore daha fazlayd: Semikantitatif
degeriendirmelerimize gore bu farklilik spongiyotrofoblastlardaki hiicreler nedeniyle
olabilir Nitekim ¢alismamzin verilerine gore, bu hiicre tipinin, gebeligin 21. gliniine
kadar cok kuvvetli pozitif boyanma siddetini korudugu goriildii

Diyabetik grupta kontrol grubuna gore daha fazla PCNA immiinoreaktivitesi
gbzlenmesi, genetik yatkinligi olan ya da kimyasal indiiksiyon sonucu diyabetik olan
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ratlarin blastosistlerinden elde edilen kiiltiirler (107) ve ultrastriiktiirel gdzlemler (16)
sonucu elde edilen dev hiicre sayisimin anormal derecede fazla olmasi bilgileriyle de
uyumluluk gostermektedir. Tim bu bulgulanmiz, plasentanin terme yaklastikca
proliferatif tzellifinin azald:g seklindeki bilgisini desteklemektedir (110).

P21, p27 ve p57 gibi Cip/Kip ailesi iiyeleri cdk ve siklin ile ii¢lii bir kompleks
olusturarak cdk aktivitesini baskilar. Boyle cdk inhibitorlerinin bir Ozellii,
ekspresyonlarimin DNA hasar1, terminal hiicre farklilagsmas: ve hiicresel yaslanma
gibi hiicre bliyiime inhibittr sinyalleri ile indiiklenebilmesidir (111). Farklilasma icin
krittk bir olay olan hiicre siklusundan c¢ikis siklinlerin  baskilanmas:
(downregiilasyonu) ya da cki’ lerin indiiklenmesiyle basarilabilir (112).

Cki' ler, hiicre siklusunun duraklamasina neden olan sinyal yolagimin en son
etkileyicileridir, embriyonik gelisim boyunca ekspresyonlar: cki' lerin terminal
farklilasmada doku-spesifik bir tarzda 6nemli roller oynadifini gosterir. ki cki p27
ve p37 birgok dokuda proliferasyon ve farklilasmayr kontrol etmek icin isbiligi
yaparlar ve gelisim boyunca hiicre siklusunun kontrolil igin kritik Sneme sahiptirler
(112).

Yine aym calismada (112) p27 ve p57 genleri mutant farelerin
plasentalarinda gelisimsel bozukluklar olustugu, bdyle bir plasentada labirent
zonunun daha az vaskiilerize oldugu ve vahsi tip ya da sadece p27 geni mutant olan
farelerdekilere gore daha fazla trofoblast icerdigi belirtilmistir

Normal hiicrelerde p27 protein diizeyleri, GO ve erken G fazlan boyunca en
yiiksek diizeydedir, daha sonra ge¢ Gl ve S fazlarinda hizla diiser. P27 miktar,
ubiquitin aracili proteoliz ile kontrol edilir P27, hem siklin hem de cdk altbirimleri
ile kontakt kuran N terminal domeyni ile siklin-cdk inhibisyonunu saglar. Onemii
olarak, p27nin cdk inhibitdr fonksiyonunu gérebilmesi igin niikleusta lokalize olmasi
gereklidir (113)

P27' nin normal seviyelerinin hiicresel proliferasyon kontrolii ve tlimor
geligsiminin engellenmesinde ©nemli olabilecei gosterilmistir. Bu rol, p27
ekspresyonunun gogiis, bagusak ve mide kanserlerinde azaldifinin gosterilmesiyle
desteklenmektedir (114). Ayrica son zamanlarda p27nin menstriiyel siklus boyunca
normal endometriyum proliferasyonunun kontroliinde rol aldig1 ve hiperplazi ya da
karsinom gibi anormal endometriyal proliferasyon olayinda p27 ekspresyonunun
onemli Olgiide baskilandifi ya da ekspresyonunun tamamen engellendigi
gosterilmistir (114}

Calismamizda p27 esas olarak spongiyotrofoblastlar, labirent trofoblastlar,
dev hiicreler ve az miktarda da visseral endoderm, allantoyik damar endoteli ve
labirent fotal damar endotel hiicreleri ve glikojenik hiicrelerde immiinopozitivite
gosterdi. p27 immiinoboyanma miktan gebelik yasinin iletlemesiyle artis gosterdi
Tiim giinlerde boyanan hiicre miktan kontrol grubunda diyabetik gruptakilere gore
daha fazlaydi Bu farklilik 11 ve 17. giinlerde istatistiksel olarak anlamlilik gésterdi.
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Dev hiicrelerde goriilen p27 immiinoboyanma yogunlugu; bu hiicrelerde G1
fazindan S fazina gegis olaymm p27 tarafindan engellenerek tekrarlayan DNA
replikasyonlannin gercekiestigini gosterebilir. P27 immiinoreaktivitesinin diyabetik
grupta az olmas: bu gruptaki hiicrelerin Gl fazindan S fazina gegislerini
kolaylagtizdifin: ve dolayisiyla daha fazla sayida dev hiicie olusabilecegini
vurgulayabilir.

P57 geni ¢ogunlukia maternal alelden eksprese edilit P57 geni, farelerde 7.
kromozomda ve insanlarda 11. kromozomda lokalizedir (115). Bu bélgelerde p57
geni ekspresyonunun inhibe olmast durumunda ¢oBunlukla gégiis, mesane, akciger,
ovaryum ve bdbrek kansetlerinin gelisimine yol agabilecegi vurgulanmaktadir (111).

Yukanida da bahsedildigi gibi insanlarda ve farelerde yapilan calismalar
gostermistir ki p57nin kaybi trofoblast proliferasyonunun regiilasyonunda rol alarak
anormal trofoblast proliferasyonlarinin ortaya ¢ikmasina neden olabilir (115).. Bu
nedenle, p57, gebelik boyunca 6nemli bir tlimor baskilayicisi olabilir (111, 116)

Cahgmamizda p57 immiinboyanmas: yogunlugu, kontrol grubu ve diyabetik
grupta gebelik yasiyla paralellik gosterecek sekilde artis gosterdi. Kontrol grubunda,
baglangigta diyabetik gruba gore daha fazla bir immiinoboyanma yoZunlugu
gbzlenmesine karsin diyabetik grupta 13. giinde kontrol grubuna gore daha fazla bir
artis soz konusuydu P57 immiinoboyanmalari, zayif sekilde visseral endoderm,
altantoyik damar endotel, labirent fotal damar endotel hiicreleri ve glikojenik
hiicrelerde gerceklesmesine karsin spongiyotrofoblastlar, labirent trofoblastlar ve dev
hiicrelerde daha belirgin sekilde godzlendi Bu bulgulardan da anlasildifi gibi
Ozellikle gebelifin ge¢ donemlerinde pS57 immiinoboyanmas: yogunlugu daha
belirgin olan bu hiicieler daha az prolifere olabilitler.

Takahashi ve arkadaslannmin 2000 yilinda yaptiklarn c¢alismada p57 -/-
homozigot mutant ve maternal kokenli mutant alel tagiyan (+*/-) heterozigot fare
embriyolan plasentomegali, labirent ve spongiyotrofoblastlarin hiperplazisini
gbstermiglerdir. Toplam plasentada cdk kinaz aktiviteleri 6lciildiigii zaman genotipler
arasinda farklibk olmadifi gézlenmistit Dolayisiyla, p57nin cdk aktivitelerinin
inhibisyonu disinda bir biyolojik aktivitesi olabilir. Bu sonuglara gore, p57 farede
labirent ve spongiyotrofoblast proliferasyonunun onemli bir regilattriidiir, diizgiin
gelisiminde fonksiyon gostermektedir (116).

G1/S cdk inhibitérii p57' nin ekspresyonu, trofoblast dev hiicrelerinde
endosiklusa gecilmesiyle uyumlu olarak indiiklenir. Dev hiicrelerde, p57 sadece S
fazinin sonunda birikir ve daha sonra S faz: baglamadan birkag saat dnce hizlhica
kaybolur. p57, fosforilasyon bagimli turnover gosterit Endoreduplikasyon gbsteren
dev hiicrelerde olmasina ragmen prolifere olan trofoblast hiicrelerinde protein yikimi
icin mekanizma ecksiktit. Bu bilgilere gore, p57 nin ortaya c¢ikmas1 DNA
replikasyonunun  tamamlanmasini  noktalar, oysaki turnoveri dev hiicrelerde
endoreduplikasyonun daha sonraki evresini baslatmak icin gereklidir (117)

Galismamizda dev hiicrelerdeki p57 immiinoboyanma yoguniug‘;;unun
diyabetik grupta daha az bulunmas: diyabetik gruptaki dev hiicrelerin DNA'Tarim




daha fazla ve daha hizh replike edebileceklerini ve dolayisiyla daha fazla sayiya
ulasabileceklerini gosterebilir.

P57 pozitif hiicre sikhigi, bizim bulgularimiza gore her iki grupta gebelik
yasina paralel bir sekilde artis gosterdi ve bu artis 6zellikle gebeligin 17. ve 21,
giinlerinde kontrol grubunda diyabetiklere gre daha fazla idi. Bu bulgularimiz da
daha 6nceki ¢alismalann (112, 116, 117) bulgulanyla uyumlu bir sekilde dzellikle
gebeligin gec donemlerinde diyabetik grupta plasental hiicrelerde daha fazla bir
proliferasyonunun gerceklesebilecegini gosterebilir.

Daha Once yapilan calismalara iligkin kaynaklan inceledigimizde sigan
plasentasi gelisiminde mitotik regiilatorlerin rolii hakkinda ¢ok az bilgi bulundugunu
gordiik. Dolayisiyla bizim ¢alismamiz, hem bu mitotik regiilattrlerin bir kismunin
dagilimint hem de diyabetik sigan plasentalarinda gozlenen plasentomegali olayinda
bu regiilatérlerin dagilimuinin nasil degistigini gGstermesi bakimindan 6nemlidir.
Sonug olarak diyabetik sicanlarda gebelifin erken evrelerindeki normale gére kiigiik
plasenta ve gebelifin ge¢ evrelerinde goriillen plasentomegalinin, cdkl, PCNA, p27
ve p57 gibi mitotik diizenleyicilerin etkisi sonucu bozulan hiicre siklusu yolagt
nedeniyle olugabilecegi sdylenebilir. Fakat bu konunun daha iyi anlastlabilmesi i¢in
bu regiilatorlerin sigan plasenta dokusundaki ekspresyonlari, bolgesel dagilimlan ve
gebelik yagina paralel degisen miktarlan ile ilgili daha ileri molekiiler ¢alismalara
gereksinim oldugu agiktir
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SONUCLAR

Bu galismada gebeligin 11, 13, 17 ve 21 glinlerindeki kontrol ve diyabetik
sican  plasentalaninda  cdkl, PCNA, p27 ve p57 nin lokalizasyonlan
immiinohistokimyasal tekniklerle belirlendi ve asagidaki sonuglara varilds:

1y

2)

3)

4)

5)

6)

Diyabetik gruplardaki embriyo agiuliklarinin ve embriyo uzunluklartnin
kontrol grubundakilere gore daha diisiik oldugu,

Diyabetik gruplardaki plasenta agirhiklant ve uzunluklaninin  kontrol
grubundakilere gire daha yiiksek oldugu,

Cdkl immiinoboyanmasi yogunlugu ve Cdk! pozitif hiicre siklifinin her
iki kontrol ve diyabetik grubunda gebelik yasina paralel olarak azalma
gostermesine karsin, diyabetik grupta 17 ve 21. giinlerde kontrol grubuna
gore artig gosterdigi,

PCNA immiinoboyanmasi yogunlugu ve PCNA pozitif hiicre sikliginin
kontrol ve diyabetik giuplarda gebelik yasina paralel olarak azalma
gosterdigi, diyabetik grupta her zaman kontrol grubundakilere gére fazla
oldugu,

P27 immiinoboyanmasi yogunlugu ve P27 pozitif hiicre sikliginin deneye
dahil tiim giinlerde kontrol grubunda diyabetik gruba gore daha fazla
oldugu,

P57 immiinoboyanmas: yogunlugu ve P57 pozitif hiicre sikhiinin sadece
13 giinde diyabetik grupta daha fazla olmak izere difer tim giinlerde
kontrol grubunda daha fazla oldugu sonuglarina varilds,

Galtsmamiz, hem annede hem de yaviuda ¢ok cesitli bozukluklara

sebep oldugu bilinen diyabetin plasenta tizerinde yol actign anormallikleri
hiicre siklusu regiilatorlerinin immunohistokimyasal dagihimlari agisindan
incelemesi ve dolayistyla bu  konudaki literatiir eksikligini gidermesi
bakimindan nem kazanmaktadur,
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16)

17)
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