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OZET

Bu aragtirmada, Agustos 1991-Eyliil 1992 tarihleri arasinda Anadolu
Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali ve Eskigehir
Dogumevinde gerceklesen gestasyonel yaslan 6 ile 12inci haftalar arasinda olan 40
spontan abortus materyali (SAB) sitogenetik ve elektron mikroskobik analizlerle

incelenmigtir.

Aragtirmanin sitogenetik analizler boliimiinde direkt ve uzun siireli kiiltiir
yontemleri karsilastirilmg, hiicrelerin mitotik aktiviteleri degerlendirilmis, kromozom
anomali insidans1 ve anomali tipleri belirlenerek gestasyonel ve maternal yaglar
arasindaki iligkiler belirlenmis, kromozom anomalili abortus orneklerinin

ultrastriiktiirel 6zellikleri degerlendirilmigtir.

Bu caligsma sonunda, koryonik villuslarn, trofoblastlarin bir hiicre siklus siiresi
olan 36 saatlik kiiltiirii ile yeterli ve kaliteli metafaz plagr 40 6rnegin 38 tanesinde

elde edilmis ve direkt yontemin en biiyiik dezavantaj1 ortadan kaldirilmigtir.

Koryonik villuslarin uzun siireli kiiltiiriinde Chang, Ham’s F-10 ve RPMI-
1640 besiyerleri kargilagtirmali olarak kullamilmugtir. Bulgulara gore, CVS igin
RPMI-1640’1n daha verimli oldugu, bugiine kadar tiim kiiltiirler icin en verimli
besiyeri olarak belirtilen Chang’in ise villus kiiltiirlerinde RPMI-1640’a alternatif

olarak kullamlabilecegi belirlenmisgtir.

Trofoblastlarin mitotik aktiviteleri ile gestasyonel donem kargilagtirildiginda,
hiicrelerin; gestasyonun 10uncu haftasina kadar maksimum mitotik aktivite

gosterdikleri, daha sona yavas yavas azaldig1 saptanmgtir.
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Incelemeye alinan 40 SAB 6rneginin % 32.5 kadarinda kromozom anomalisi
saptanmugtir. Bu anomalilerde ilk sirayi trizomi (6 6rnek) alirken, bunu monozomi X
(4 ornek), tetraploidi (2 ornek) ve yapisal kromozom anomalisi (1 6rnek)
izlemektedir. Bu ¢alismada saptanan kromozom anomali insidansinin diger
caligmalara gore diisiik olmasinin aragtirma populasyonundaki gen¢ annelerden
kaynaklandig: diigiiniilmiigtiir. Bunun yanisira monozomi X orani bu ¢aligmada
yiiksek bulunmugtur ki bunun nedeni de yine geng¢ annelerin ¢ogunlukta
olmasindandir. Monozomi X gdosteren 6rneklere iligkin ortalama maternal yas,
gerek normal gerek anormal karyotipli 6rneklerin maternal yaglarindan daha
kiigiiktlir. Buna karsilik, trizomik olgularda maternal yagin belirgin bir gekilde

artti§1 saptanmugtir.

Kromozom anomali tipi ile gestasyonel donem kargilagtirildiginda, trizomik
abortuslarin gestasyonun ileri donemlerinde abort oldugu, buna karsilik monozomi
Xe sahip fetuslarin ¢ok erken gestasyonel donemde atildiklart gdzlenmis ve

monozomi X diizensizliginin trizomiye gore daha letal oldugu sonucuna vanlmistir.

Anomalili karyotipe sahip plasental villuslarin ince yapisi normal karyotipli
spontan ve istemli abortus Orneklerine iligkin villuslarin ince yapisiyla
karsilagtinldiginda ise genel olarak tiim anomalili kromozom kurulusuna sahip
orneklerde yetersiz villus dallanmasi, mikrovillus olusum ve gelisiminde belirli bir
gerileme ile seyreden plasental immatiiritenin ortak 6zellik oldugu saptanmagtir.
Anomaliler ile ultrastriiktiirel yapr degerlendirildiginde, trizomik abortuslarda
diizensiz bir mikrovillus gelisimi ile karsilasilmisg; ¢cok sayida kisa ve gogunlugu
genig olan bu mikrovilluslarda ileri diizeyde dejenerasyonun oldugu, ¢ok diizensiz
bir dagilim gosterdikleri dikkati ¢cekmigtir. Ayrica bu orneklerde ileri diizeyde
sinsisyal harabiyetin oldugu, serbest yiizeyde bol miktarda fokal nekrozlarn,
intervillioz bogslukta ise bol miktarda sinsisyal kalintinin bulundugu
gozlenmektedir. Trizomik orneklerin ii¢ tanesinde de sinsisyotrofoblastlarda yogun
olarak bulunan miyelin figiirler farkl1 bir yap1 olarak degerlendirilmis, ancak bu

yapilara diger anomalili 6rneklerde rastlanmamgtir.



Do6rt monozomi X ornegininin ince yapisinda ise diiz goriiniimdeki
sinsisyotrofoblast ylizeyi, mikrovillus sayisinda belirgin bir azalma ve hidropik
goriiniim en belirgin &zellikler olmustur. Tetraploidik iki ornekte de hidropik
goriintimde, diizensiz dagilan mikrovilluslanin yogun oldugu, ayrica ara ara fibrin

birikimleri ile fibroz villus stromasinin bulundugu gézlenmektedir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada anomalili karyotipe sahip SAB &rneklerinde
ultrastriiktiirel degisimlere rastlanmakla birlikte her kromozom diizensizligine 6zgii
olan modifiye ince yapinin olmadigi, plasental immatiiritenin ortak bir 6zellik
oldugu, anne-fetus arasindaki aligverisin immatiirite nedeniyle yeterince
gerceklesemedigi, fetal karyotip, villuslarin yap1 ve gelisimi ile hormonal dengenin
birlikte etkilesimine bagh olarak fetal kayiplarin olugtugu sonucuna varildi. Ancak
aragtiricilarin plasental villuslarin gerek ince gerek lic boyutlu yapilarini
inceleyerek plasental gelisim, fetal karyotip ve hormonal denge siklusunun agikliga

kavusturulmasinin gerekli oldugu kanisina varlmagtir.

Anahtar kelimeler: CVS, mozaisizm-pseudomozaisizm, maternal cell
contamination, CVS techniques, abortion,
chromosome abnormalities in SABs, human
placenta, ultrastructure, chorionic villi, classification
of chorionic villi, TEM, Hofbauer cells,
trophoblasts, ultrastructure of chorionic villi in
SABs.
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SUMMARY

In this study, fourty spontaneous abortion (SAB) materials, aged
from 6 to 12 weeks post menstruation that were obtained from Anadolu
University Medical Faculty Department of Medical Genetics and Eskigehir
Maternity Hospital, were analysed cytogenetically and ultrastructurally.

In the cytogenetic analysis, the cytogenetic techniques of CV that are
direct and long term culture methods, were compared; mitotic activities
of cells were evaluated; by determining the rate and type of chromosome
abnormalities, the relations between the abnormalities and maternal,
gestational ages were analysed, and finally the ultrastructure of placentas
with abnormal karyotypes were evaluated.

As the result of the study, the main disadvantage of the direct
technique in the CVS that was obtaining insufficient and unqualified
metaphases could be eliminated by culturing the villi for 36h; and
sufficient and qualitative metaphases were obtained in 38 of 40 samples.

Chang, Ham’s F-10 and RPMI-1640 media were used comparatively
in the long term cultures of villi. According to the results, RPMI-1640
was the most convenient medium for the CV cultures and it was seen that
Chang medium that has been reported as a primer medium for all type of
cultures, could be used alternatively to the RPMI-1640 medium for CVS
cultures.

When the mitotic activities of the cells were compared with the
gestational ages, it was determined that the mitotic activities of the cells
were at the highest level until the 10th week and then the activity was
decreased gradually.

In this study, the chromosome abnormality rate was obtained as
32.5% which was lower than the other reports, since the mean maternal
age of this population was lower than the others. This thought was
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confirmed by the presence of high frequency of fetuses with monosomy
X. When the mean maternal age of the fetuses with monosomy X was
compared with the ages of fetuses with both normal and abnormal
karyotypes, it was seen that the age in the monosomy X group was lower
than the others. The most seen chromosome abnormality was trisomy,
while monosomy X, tetraploidy and structural abnormality were the
others. In the trisomic abortuses, the mean maternal age was significantly
higher than the other groups which was in controast to monosomy X

group.

When the type of chromosome abnormality and gestational age were
compared, the fetuses with monosomy X were aborted earlier than the
fetuses with other chromosome abnormalities. Therefore we concluded
that, the lethality of monosomy X is higher than the trisomy and other
aberrations.

When the ultrastructures of villi of SABs with abnormal karyotypes
were compared with the villi of normal karyotypes, placental immaturity
was the common feature of the placentas with abnormal karyotypes. When
the villus of each chromosome abnormality type was analysed; in the
trisomic abortuses, irregular microvilli growth, syncytial degeneration,
focal necrosis in the free surface and syncytial remnants in the intervillous
space were the specific modifications. In the three trisomic samples, we
also saw a dense myelin figures in the syncytiotrophoblasts, however these
figures were not seen in the other samples.

In the four samples with monosomy X, smooth syncytotrophoblast
surface, decreased microvilli and hydrophic appearence were the most
seen modifications. Hydrophic appearence and irregular microvilli
distribution were also seen in the tetraploidic samples.

As a conclusion, although ultrastructural modifications were seen in
the villi of fetuses with abnormal karyotypes, we concluded that there
were no any specific modification for each chromosome abnormality rate.
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The common modification for all abnormal karyotypes was the placental
immaturity, and because of this immaturity, substance and gas
transportation between mother and fetus could not be performed
sufficiently, and an abortion was appeared by the reciprocal interactions
of the fetal karyotype, placental growth and hormone equilibrium.
However, we supposed that the analyses of ultra and third dimensional
structures of villi should be performed and then, the interactions of
placental growth, fetal karyotype and hormonal equilibrium should be
analysed.

Key words: CVS, mozaisizm-pseudomozaisizm, maternal cell
contamination, CVS techniques, abortion,chromosome
abnormalities in SABs, human placenta, ultrastructure,
chorionic villi, classification of chorionic villi, TEM,
‘Hofbauer cells, trophoblasts, ultrastructure of chorionic villi
in SABs.
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1. GIRIS

Intervilléz bogluktaki maternal kan ile fetal kapillerler arasinda madde
transferi koryonik villuslari cevreleyen sinsisyal trofoblastlar araciligiyla
olmaktadir. Madde transferi basit difiizyon ile gerceklesmektedir ki pek ¢ok
faktor diflizyon oranminmi etkilemektedir. Bu nedenle, plasenta yapisinin iyi
bilinmesi, gebelik donemlerine gore plasenta yapisinda gergeklesen
modifikasyonlarin saptanmasi, fetus gelisimini etkileyen faktorlerin belirlenip
degerlendirilmesi, Ozellikle madde aligverisinin yapildig: ylizey alanindaki

degisikliklerin saptanmast fetus gelisimi icin biiyiik 6nem kazanmaktadir.

Plasental maturasyon prosesinin karakterize edilmesi plasental morfoloji,
fetal biiyiime ve gestasyonel donem arasindaki iligkilerin degerlendirilmesi
yoniinden gereklidir ki bunun i¢in de ¢esitli morfostriiktiirel ve biyokimyasal
parametreler incelenmektedir.

Ovulasyondan sonraki Sinci giinde blastosit doneminde olan embriyo
uterus kavitesine ulagir. Trofoblast uterus duvarina tutunur ve fertilizasyondan
sonraki 7-9uncu giinlerde gelisen embriyo ile maternal sirkiilasyon arasindaki
vaskiiler baglantilar sinsisyotrofoblast tarafindan gergeklestirilir. Bu dénemde
trofoblast insan koryonik gonadotropin hormonu (= human koryonik
gonadotrophin=hCG) salgilamaya baglar. hCG korpus luteumun progesteron
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iretme aktivitesini korumasini ve korpus luteumun dejenere olmasimi oOnler.
Korpus luteumun gebeligin dordiincii ayindan 6nce dejenere olmas: genellikle
abortusla sonuglanmaktadir.

Insan plasentast gebelik boyunca 6nemli diizeyde morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklere ugrar. Epidermal biiyiime faktorii (=epidermal growth
factor=EGF) hem epitelyal hem de mezengimal orjinli hiicrelerin
proliferasyonunu stimiile eder (Kawagoe et al. 1990). Ancak EGF'nin gebelik
boyunca plasental villuslarin proliferasyonu yerine villuslanin farklilagmasini
uyardigl one siirlilmektedir (Morrish et al. 1987, Kawagoe 1990).
Trofoblastlardan hCG ile birlikte salinan insan plasental laktojen hormonu
(=human placental lactogen=hPL) diizeyi, sinsisyotrofoblastlarin maternal
sirkiilasyonun intervilloz bogluga bakan yiizeyinde yogunlasan EGF résepti)'rleri
tarafindan diizenlenmektedir. Bunlarin yamisira, sitotrofoblastlarin hiicre
yiizeyinde de EGF reseptorlerinin bulundugu immiinohistokimyasal calismalarda
gosterilmistir (82, 76, 67). Trofoblast proliferasyonunun sadece sitotrofoblast
tabakasinda olmasi nedeniyle, sitotrofoblast bolgesinde yogunlagan EGF
reseptorleri trofoblast proliferasyonu, morfolojik farklilagsma ve maturasyondan
sorumlu iken sinsisyotrofoblastlarda bulunan reseptorler farklilagmaya bagh

olarak hCG ve hPL sekresyonlarinin stimulasyonunda gorev almaktadirlar.

Anne ve fetus arasindaki her tiirli aligverisi regiile ederek fetusun
gelismesini saglayan plasenta ayni zamanda endokrin bir organ gibi gorev
yapmaktadir. hCG ve hPL'in yanisira ostrojen ve progesteron sekresyonunu da
gerceklestirmektedir.

Maternal ve fetal sirkiilasyonlardan elde edilen substratlarin trofoblast
tarafindan Gstrojen ve progesterona doniistiiriilmesi gebelik boyunca bu steroid
hormonlarin uterus ve sirkiilasyondaki konsantrasyonlarinin yitksek olmasina
neden olmaktadir. Plasental steroidogenezis mekanizmasi heniiz tam olarak
belirlenmemekle birlikte bu prosesin pek ¢ok farkh diizeylerde etki gosteren
faktorler tarafindan diizenlenecegi one siiriilmektedir (Maslar et al. 1990).
Bunlardan birincisi trofoblast, kolesterolden pregnenolon ve progesteron
iiretmek ve androjenleri Ostrojenlere g¢evirmek igin gerekli enzimleri

sentezlemelidir. Bu enzimlerin sentezlenmesi ve birikmesi sinsisyotrofoblast



farkhilagmasi ile gerceklesebilir ve enzimleri kodlayan genlerde devamli artan
miktarlarda transkripsiyon ve translasyonunun olmasi gerekir. Bu nedenle
transkripsiyon, translasyon ya da enzim degredasyonunu etkileyen herhangi bir
faktor plasental steroidogenezis i¢in uygun enzim miktarim belirler. Plasental
steroidogenezisi étkileyebi]ecegi digiiniilen peptid hormonlar1 (Nestler and
Williams 1987), norotransmitterler (Caritis, Hirsch and Zeleznik 1983) gibi
faktorler enzim aktivitesini kofaktdr, protein kinaz (Ritvos et al. 1988, Kasugai et
al. 1987) ya da intraseliiler kalsiyum (Kasugai et al. 1987) miktarim degistirerek
diizenleyebilirler. Bunlara ek olarak progesteron sentezi i¢in maternal LDL-
kolesterol, ostrojen sentezi i¢in de sirkiilasyondaki androjen miktar gibi eksojen
substratlar da plasental steroidogenezisi biiyiik oranda etkilemektedirler. Bu
substratlarin bulunmasi veya trofoblastin bunlan kullanabilmesi plasental steroid
tiretimini direkt olarak etkilemektedir (Maslar et al. 1990).

Plasenta bir solunum organidir. Maternal sirkiilasyondaki oksijen fetus
sirkiilasyonuna gecerken fetustaki CO, in maternal kana ge¢mesi plasental
villuslar aracilifiyla gergeklesir. Karbonik anhidraz (=Carbonic anhydrase= CA),
C'Oz in bikarbonat iyonlarina doniisiimiinii katalizleyen bir enzimdir (CO,+H,0
H*+HCO3"). Bu enzimin diigiik ve yiiksek aktiviteli isoenzimlerinin sinsisyal
trofoblastlarda bulundugu ve bikarbonatin hizla iiretilip tiiketilmesini saglayarak
plasental membrandaki CO, difiizyonunu kolaylagtirdig1 saptanmstir (Aliakbar,
Brown and Nicolaides 1990).

Fertilize olmus ovumlarin %15 kadar1 segmentasyon donemine
girememekte, % 15 kadan fertilizasyon ile implantasyon donemleri arasinda,
%251 implantasyon doneminde, %30 kadari ise implantasyondan sonra
canlilifin yitirmektedir (Durfee and Pernoll 1991, Kline, Stein and Susser 1986).

Abortus, gestasyonun 20inci tam haftasindan (139uncu giin) énce dogum
prosesinin sona ermesidir. Bu da 500 gr. dan daha hafif olan fetusun plasentanin
tiimii ya da bir boliimii ile birlikte digar1 aulmasidir. Gestasyonun ilk 12 haftas:
icerisinde gergeklesen abortuslar erken donem, 12 ile 20inci haftalar arasinda

gerceklesen abortuslar ise ileri donem abortuslar olarak tammlanir (William’s
Obstetrics, 1989).



Spontan abortuslarin etiyolojisi degerlendirildiginde ilk siray1 kromozom
anomalileri alirken endokrin ve immiinolojik faktdrler ile enfeksiyon, anatomik
defektler daha az oranlarda etkili olmaktadir. Ozellikle erken donem gebelik
kayiplarinin biiyiik boliimii kromozom kuruluglarindaki diizensizliklerden
kaynaklanmaktadir. 11k trimester SABlarin %50-60 kadan kromozom anomalisi
ile baglantil: iken ikinci trimesterde bu oran %25 lere diigmektedir. Abortuslarda
goriilen kromozom diizensizlik tipleri degerlendirildiginde sayisal dﬁzensizlikler
en yiiksek orani olugturmaktadir. Gestasyonal doneme gore sayisal diizensizlik
insidanslan degiskenlik gdstermektedir. Gestasyonun 2-7inci haftalar1 arasinda
kromozom andploidi insidansi % 65 dolaylarinda iken 8-12inci haftalar arasinda
bu oran %25 dir. Sayisal diizensizlikler arasinda ilk siray1 otozomal trizomiler
alirken bunu yakin oranlarda monozomi X ve poliploidiler izlemektedir. Daha
diigiik oranlarda gozlenen yapisal kromozom anomalileri dengesel translokasyon
tasiyicist olan eglerden birinden kaynaklanabildigi gibi de novo olarak fetusta da
ortaya cikabilmektedir. Sayisal anomalilerin nedeni mayotik nondisjunction
(trizomi ve bazi triploidiler), mitotik nondisjunction (tetraploidi) ve dispermi
(triploidilerin biiyiik boliimii) olarak kabul edilmektedir (15,33, 34, 43,93).

Yukaridaki paragraflarda agiklandig: gibi, plasenta ayrica bir endokrin
organdir. Gebeligin devam, fetusun gelisimi icin salgiladig1 hormonlar plasental
villuslardaki trofoblastlarin farklilagmasini, dolayisiyla da plasental olgunlagmayi
saglamaktadir. Gestasyonel donem ve fetal gelismeye bagh olarak plasenta
morfoyapisal olarak seklini degistirerek ve devamli ileri dogru bir gelisme
gosterir. Ancak ileri dogru gelisme tamamiyla sitotrofoblastlarin proliferasyonuna
ve farklilagmasina baghdir. Endojen ve eksojen faktorler plasental gelisimi direkt
olarak engellemektedir. Bu faktorlerden biri embriyo i¢in engel olabilen
kromozom anomalileridir. Plasentanin regiiler gelisimi embriyo-fetusun canli
olmasina, maternal ve fetal kan sirkiilasyonunun tam olmasina dayanmaktadir.
Kromozomal anomalili embriyonun erken 6liimii sikhikla gdzlenmektedir.
Embriyo 6liimiinden sonra plasenta uterus i¢inde canlilifim korumakla birlikte
herhangi bir gelisme gdstermemektedir. Gelisimin durmasi plasental villuslarda
dallanma diizensizliklerine neden olur (69, 78, 88).



Ik trimester spontan abortuslann koryonik villuslarinda ger§6k1e§tirilen
sitogenetik ve histolojik analizlerde, kromozom aberasyonuna bagli olarak
plasental gelisimde diizensizliklerin oldugu saptanmistir. Gebeligin erken
doneminde letaliteye neden olan trizomik Orneklerde ileri diizeyde gelisme
geriligi gozlenirken ge¢ donem abortuslarda plasental farklilagmanin daha
diizenli oldugu gozlenmistir. Koryonik villuslarin i{i¢ boyutlu
degerlendirmelerinde belirgin bir plasental immaturite dikkati ¢ekmig olup
abortusun oldugu doneme gére villuslarin stem, matiir ve terminal villuslara
farkhilasmasinda, fetus ile aligverisin gerceklestigi yiizeyin geniglemesini saglayan
mikrovillus olugsumunda belirgin bir gerilemenin oldugu bildirilmektedir (Novak
1991). Ancak ilk trimester abortuslarda spesifik kromozom diizensizlikleri ile
plasentanin ultrastriiktiirel yapis1 arasindaki iligki kesin olarak aydinlatilamamigtir
(78, 89, 103).

Bu nedenle bu caligmada, gebeligin ilk trimesterinde gerceklesen spontan
abortuslarda kromozom diizensizliklerinin belirlenmesi, kromozomal
diizensizlikler ile gestasyonel donem arasindaki iligkiler degerlendirilerek letal
anomalilerin saptanmasi, kromozomal diizensizlikleri ile maternal yas arasindaki
baglantilarin degerlendirilmesi, kromozom diizensizligi saptanan orneklerin
ultrastriiktiirel yapilarinin kontrol olarak rastgele secilen ve normal karyotipte
olduklar1 belirlenen istemli abortus ornekleriyle kargilastiriimasi, kromozom
anomalilerine spesifik ultrastriiktiirel modifikasyonlarin olup olmadiginin
saptanmasi, bunlarin yanisira koryonik villuslann direkt ve uzun siireli kiiltiir
sonuglarim kargilastirarak yontemler arasinda farklilik olup olmadiginin

saptanmasi1 amaglanmigtir.



2. GENEL BILGILER

Plasenta, yalniz memeli hayvanlarin geligsim siirecinde bulunan ve anne ile
fetus arasindaki baglantiy1 saglayan gecici bir organdir. Anne kani ile fetus kam
daima birbirinden ayr1 kaldigi halde, anne kanindan fetusa beslenmesi i¢in
gerekli maddeler plasenta aracilif ile geger. Fetusta olusan artik maddeler de
yine bu yoldan disar1 atilirlar. Anne ile fetus kaninin karismamasini koryon
(Chorion) villuslar1 saglar ki bu koryon villuslari trofoblastlardan olusmaktadir.

En ilkel haliyle bir maddenin anneden fetusa transportu i¢in maddenin;

- anne kan damar endotelini,

- anne endometrium bag dokusunu,

- uterus endometrium epitel tabakasini,

- koryon villuslarinin trofoblast tabakasini,
- koryon villuslarinin bag doku tabakasini,
- fetus damar endotelini ge¢cmesi gerekir.

Yukanda belirtilen tabakalardan koryon villuslar ile ilgili olanlar biitiin
plasenta tiplerinde bulunmaktadir. Ancak anneye ait tabakalar plasentanin
gelismesine paralel olarak ortadan kalkmaktadir. Buna bagh olarak, koryon
villuslan uterus endometriumunun hangi tabakasi ile temas halinde ise ona gore
isim alir. En geligmig plasenta tipi olan Plasenta haemo-chorialis kemirici
hayvanlar ile yarasa ve insanda bulunmaktadir. Bu plasenta tipinde anneye ait
kan damar endoteli ortadan kalkmg, koryon villuslan direkt olarak anne kani ile
temasa gecmislerdir (Kayal 1982).



2.1. Plasentanin Olusumu
2.1.1. Gametlerdefertilizasyona hazirhik

Biitiin yiiksek organizmali canlilarda oldugu gibi insan yavrusu da
birbirinden sekil ve fonksiyon bakimindan farkli iki germ hiicresinin
birlesmesiyle gelismektedir. Erkek gameti olan spermatozoonun disi gamet olan
oosit icine girmesiyle gerceklesen fertilizasyon 6ncesinde, erkek ve disi germ
hiicreleri hem sitoplazma hem de kromozom sayis1 bakimindan bir dizi degisime
ugrarlar.

Erkek germ hiicresi (spermium) baglangigta biiyiik ve yuvarlak iken,
hazirlik doneminde hemen biitiin sitoplazmasin: yitirerek basg, orta parga ve
kuyruk olmak iizere ii¢ kisimdan olusan, canli iken ¢ok hareketli bir cisimcik
haline gelir. Aktif ve arayicidir.

Disi germ hiicresi olan oosit ise spermiumun aksine, sitoplazma miktarinin
artmasina paralel olarak insan viicudunun en biiyiik hiicresi haline gelir. Ovum,
ayn zamanda gelisecek yavru igin bir besin deposu gorevi de yapmaktadir. Bu
nedenle biiyiik ve hareketsizdir. '

Her iki gamette de gerceklesen diger bir degisiklik ise diploid kromozom
sayisinin (2n=46) mayoz bdliinme ile haploid kromozom sayisina (n=23)
inmesidir.

2.1.2. Fertilizasyon

Erkek ve disi gametlerin birlesmesi ve yavrunun olusumunu saglayan
fertilizasyon, uterus kanalinin ampiiller bolgesinde gerceklesir. Burasi kanalin en
genig kismidir ve ovaryuma yakindir.

Spermiumlar uterus ve kanal kasilmalan aracilifiyla vaginadan uterusa
dogru yol alip uterus kanallarina ulagirlar. Ancak spermiumlar disi genital kanala
ulagtifinda oositi fertilize edebilme yeteneginden heniiz yoksundurlar. Bir dizi
proses sonrasinda fertilize edebilecek kapasiteye ulagirlar.

11k agsamada, spermiumun plazma membranindaki glikoprotein kilif ile
seminal plazma proteinleri ayrilir, spermiumun akrozomal bolgesi ortaya ¢ikar ve



bundan sonra ikinci agsama olan akrozomal reaksiyon gergeklesir. Akrozomal
reaksiyon, oositin korona radiata hiicreleri ile oositten yayilan maddelerin etkisi
altinda oositin hemen yakininda gergeklesir. Akrozomal icerik salinarak
spermium oositin korona radiata ve zona pellucida tabakalarini gecer. Akrozom
reaksiyonu boyunca; korona radiata bariyerinin penetrasyonu i¢in gerekli olan
Hyalurinidaz, zona pellucida sindiriminde etkili olan trypsin benzeri maddeler ile
akrozomal membranin i¢ yiizeyinde bulunan ve yine spermatozoonun zona
pellucidayi gecebilmesinde iglev gosteren Akrosin salinimi sdzkonusudur.

Spermatozoon oosite girer girmez, lizozomal enzimleri iceren kortikal oosit
graniilleri salinarak oosit membraninin diger spermatozoonlara kars: gecirgenligi
ortadan kalkar. Spermatozoonlara iligkin spesifik reseptor bolgelerinin ortadan
kalkmasiyla zona pellucidanin yap1 ve kompozisyonu degisir, siddetli bir
biiziilme gergeklesir. Biiziilme ile ortaya ¢ikan bosgluga dolan sivi diger
spermiumlarin oosite girmesine engel olur.

Memelilerde birinci olgunlagma béliinmesini tamamlayarak ovuma giren
spermium, ikinci olgunlagma béliinmesi tamamlanincaya kadar ovum
sitoplazmasinda hi¢ bir degisiklige ugramadan durur. Oositin ikinci mayotik
bolinmeyi tamamlamasindan sonra olugan yavru hiicrelerden biri sitoplazma
bakimindan fakir olan ikinci kutup hiicresi iken, diger hiicre yuvarlak, kiiciik ve
kromatini ag bi¢ciminde olan bir niivedir ve disi pronukleus adini alir. Bu anda
bag kismi 6nde ve kuyruk arkada olmak iizere ovuma girmis olan spermiumun
kuyruk bolgesi dejenere olur; bas, iginde bulundugu sitoplazmadan su emerek
siser ve gevsek kromatinli bir niive haline gelir ki bu niiveye de erkek
pronukleusu adi verilir. Her iki proniikleus birbirine dogru giderek yaklasirlar,
nukleer membranlar erir ve iki pronukleus kaynasarak fertilize hiicre ortaya
cikar.

Her ikisi de haploid olan erkek ve disi pronukleuslarin biiyiimesi sirasinda,
her pronukleus kendi DNAsim replike etmek zorundadir. Replikasyon
gerceklesmedigi takdirde, iki hiicreli donemdeki zigotun her hiicresi normal DNA
miktarinin yansina sahip olacaktir. DNA sentezinden hemen sonra, kromozomlar
normal mitotik bdoliinme diizenini alirlar. 23 maternal ve 23 paternal
kromozomun kardes kromatidleri zit kutuplara giderek zigotun her hiicresinin
normal diploid kromozomlu olmasini1 saglarlar. Kardes kromatidlerin farkh
kutuplara gidigleri swrasinda hiicre yiizeyinde derin bir yarik olugarak sitoplazma
ikiye boliiniir. Boylece birbirini takip eden mitotik boliinmeler baglamigtir.
Fertilize ovumun bu mitotik boliinmeler evresine Yariklanma (Segmentasyon)
ad1 verilir.



2.1.3. Yariklanma

Fertilizasyondan itibaren, iki hiicreli zigotta araliksiz mitotik bdliinmeler
baglar ki bu olay embriyolojik gelisimin baglangicidir. Her boliinmeden sonra
ortaya ¢ikan blastomerler bir oncekine gére daha kiigiiktiir. Segmentasyon
devam ederken zigot da tuba uterina icinde uterusa dogru yol almaktadir. Ug-
dort bdliinme sonunda, yani fertilizasyondan sonraki 3iincii giinde zigot 12-16
hiicreli diizeye ulagmistir ki bu dénemde Morula adim alir. Morulada iki tip
hiicre vardir: Periferde ve orta kisimda yerlesen hiicreler. Bu donemde morulay
olusturan hiicreler arasinda herhangi bir morfolojik fark goriilmemesine kargin,
orta kisimda toplanan hiicreler embriyonun kendisine iligkin dokularin
olusumundan, periferdeki hiicreler ise trofoblastlari meydana getirerek
plasentanin olusumundan sorumludurlar.

Morulanin uterus kavitesine girdigi donemde uterus boglugundan gelen
stvilar zigotu olusturan hiicrelerin arasina girmeye baglar. Baglangigta bir ¢ok
kiigiik aralikta toplanan sivi miktan gittikge artar ve bu araliklarin bir araya
gelmesi sorucu da tek bir b0§1uk ortaya c¢ikar ki bu bosgluga blastosel, bu
dénemde serbest halde bulunan zigota ise blastosit adi verilir. I¢ hiicre
kiitlesinde bulunan ve artik embriyoblast olarak belirtilen hiicreler bir kutupta
bulunurken perifer hiicre kiitlesini olugturan trofoblastlar yassilagarak blastositin
epitelyal duvarimi olustururlar. Artik zona pellucida kaybolmugtur ki bu da
implantasyonun baglamasina olanak saglar.

2.1.4. Implantasyon

Insanda embriyoblast kutbunun iist kisminda bulunan trofoblastik hiicreler
yaklasik 6inc1 giinde uterus mukozasinin epitelyal hiicreleri arasina girmeye
baglarlar. Bu penetrasyon biiyiik olasilikla trofoblastlarin olugturdugu proteolitik
enzimler tarafindan saglanmaktadir. Bununla beraber, uterus mukozasi
blastositin proteolitik islevini uyarmaktadir. Boylece, trofoblastlarin ve
endometriumun karsilikli iglevi araciligiyla implantasyon gergeklesmektedir.
Geligimin birinci haftas: sonunda zigot morula ve blastosit basamaklarim
tamamlams§ ve uterus mukozasina implante olmaya baglamigtir.
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Gelisimin Qinci giiniinde blastosit kismen endometrial stromaya
gomiilmiigtiir. Blastositin endometriuma yaklagmas1 daima embriyoblastlarin
bulundugu kisimdan olur. Blastositin bu b&liimiine embriyonal kutup da denir.
Blastositin ¢evresindeki trofoblastlarda, endometrium epiteline deger degmez bu
degme noktasindan basglamak iizere bir farklilasma goriiliir. Baglangicta tek kath
yass1 epitel durumunda olan trofoblastlarin dig kisminda sinsisyal bir durum
ortaya ¢itkmaya baglar. Bu nedenle trofoblastlarda gittikce artan miktarlarda iki
tip hiicre farkedilir:

- i¢ kisimda tek nukleuslu trofoblastlar
- dig kisimda ise belirgin hiicre siniri olmayan, multipl nukleuslu
sinsisyotrofoblastlar

Bu farklilagma blastositin implantasyonu yoniinden ¢ok énemlidir. Ciinkii
dis kisimda bulunan sinsisyal durumdaki hiicrelerin ¢ogalma yetenekleri yoktur,
ancak bu bolge devamh olarak kalinlagmaktadir. Bu, trofoblast hiicrelerinin
sitotrofoblastlarda boliindiigiinii ve daha sonra sitotrofoblastlarin sekil
degistirerek sinsisyal hiicreye doniistiiklerini one siirmektedir. Sitotrofoblastlar
cogalmak ve proteolitik fermentleri salgilamak gibi iki onemli gorevi
tistlenmiglerdir. Proteolitik fermentler, blastositin endometrium epiteline temas
ettifi yerdeki epitel hiicrelerini eritip onun endometrium igerisine girmesini
saglarlar.

Blastosit endometrium igine girmeye devam ederken, embriyoblast hiicreleri
de iki tabaka halinde farkhlagirlar:

- Blastosit kavitesine komsu olan kiigiik, kiibik hiicrelerden
olusan Endoderm ( = Hypoblast) tabakasi

- Yiiksek prizmatik hiicrelerden olusan Ektoderm(=Epiblast)
tabakasi '

Baslangicta ektoderm sitotrofoblastlar ile gecici bir siire etkilesim
halindedir. Ancak geligim ilerledikge iki hiicre tabakasi arasinda kiiciik hiicreler
aras1 yariklar belirmeye baglar ki bunlar birleserek amniyotik kaviteyi
olustururlar. Bu yeni boglugun trofoblast tarafi yass: hiicrelerle dosenmistir ki
bunlara amniyoblast adi verilir ve diger epiblastlarla beraber amniyotik kaviteyi
cevrelerler.

Gelisimin dokuzuncu giiniinde, blastosit endometriuma tamamen gdmiiliir
ve epiteli delip iceri girdigi yer fibrinden olusan .bir pihti ile kapamr. Bu
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donemde trofoblastlar blastositi tamamen ¢evirmiglerdir. Bunlarin geligiminde,
o0zellikle embriyonal kutupta belirgin degisiklikler gozlenir.
Sinsisyotrofoblastlarin 6zellikle en dig kisimlarinda vakuoller ortaya ¢ikar. Bu
vakuollerin zamanla birlegsmesi ile lakunalar olusur ki trofoblastlarin bu geligim
donemine Lakuner donem adi da verilmektedir. Geligsimin 11-12inci giinlerinde,
blastosit endometrial stromaya tamamiyla gomiilmiigtiir ve yiizey epitelyumu
uterus duvarindaki defekti tamamiyla kapatmigtir. Blastosit artitk uterusun
lumeninde hafif bir ¢ikinti olugturmaktadir.

Dokuzuncu giine oranla, simdi trofoblastlarin diizeni ¢ok daha ilerlemis bir
durumdadir. Sinsisyotrofoblastlardaki lakiiner bogluklar bir iletisim agi
olugturmaktadirlar. Bu durum o6zellikle embriyonel kutupta daha belirgindir, anti-
embriyonel kutupta ise trofoblastlar halen sitotrofoblastlardan olustugu i¢in bu
kisimda lakiiner bosluklar heniiz goriilmemektedir.

Bu donemde, sinsisyal hiicrelerin endometrial stromanin derinliklerine
girerek ve maternal kapillerlerin endotelyal yiizeyini asindirdiklan goriiliir.
Implantasyon bolgesinde ¢ok yogun olarak bulunan maternal kapillerler kanla
doludur ve genigleyerek sinusoidleri olugtururlar. Sinsisyal lakunalar daha sonra
sinusoidlerle birlikte devam ederler ve bunun sonucu maternal kan lakiiner
sisteme girer. Trofoblastlarin devamli daha ¢ok sinusoidi agindirmaya devam
etmelerinden dolay1 maternal kan trofoblastik sistem icerisinde akmaya baglar ki
boylece uteroplasental sirkiilasyon baglar.

2.1.5. Trofoblastlarin Gelisimi

Gebelik ilerledikge, 6zellikle embriyonal kutupta trofoblast geligimi hiz
kazanmaktadir. 11k donemlerde lakuner bogluklar ile sinsisyal hiicre uzantilarinin
dizilimi ¢ok diizensiz olmakla birlikte, kisa bir siire icerisinde gerek lakuner
bosluklar gerekse sinsisyal hiicre uzantilant sitotrofoblastlardan baglayarak
1ig1nsal goriiniimde dizilmeye baglarlar. Sitotrofoblastlar lokal olarak ¢ogalirlar ve
radiyer gekilde dizili olan sinsisyotrofoblastlarin orta kisimlarina girerek,
sinsisyumla cevrili seliiler kolonlan olustururlar. Iste 3iincii haftanin baglamasiyla
trofoblastlar sinsisyal cerceveli sitotrofoblastlarla karakterizedir ki bunlar
primitif villuslardir. Uciincii haftanin ilerlemesiyle, mezodermal hiicreler primer
villuslarin orta kisimlarina girerek desidua yoniinde gelismeye baglarlar. Bu yeni
olugan yapt ise sekonder villusdur. Sekonder villuslann orta kisminda diizensiz
olarak dagilmig, yapisal olarak olduk¢a homojen olan mezengim hiicre
populasyonu, bunlann ¢evresinde hemen tamamyla geligmig bir sitotrofoblast
tabakas1 ve en digta ise ¢ok iyi gelismis bir sinsisyotrofoblast tabakasi
bulunmaktadir.
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Uciincii haftanin sonunda, mezodermal hiicreler kan hiicrelerine ve kiigiik
kan damarlarina farkhilasmaya baglarlar. Boylece villus kapiller sistemi olugur. Bu
villus tersiyer villus ya da definitif plasentar villusdur (Sekil 2.1). Tersiyer
villuslardaki kapillerler ile iligkiye gecerek plasenta ve embriyo baglantisi
saglanir. Boylece gelisimin dordiincii haftasinda kalp atmaya baglayinca, villoz
sistem gerekli besin ve oksijeni alabilmek i¢in hazirdir ($ekil 2.2).

Bu arada, villuslardaki sitotrofoblastik hiicreler, maternal endometriyuma
ulagincaya kadar sinsisyum igine girerler. Komsu villuslarin benzer uzantilanyla
birlegerek ince bir dig sitotrofoblast kabuk olugur. Bu kabuk trofoblasti tiimiiyle

sarar ve koryonik keseyi maternal endometrial dokuya sikica baglar (68,
104,126) (Sekil 2.3).

Sinsisyotrofoblast

Mezoderm Villus kapilleri

| Sitotrofoblastﬂ
A. Ptimer villus B. Sekonder villus  C. Tersiyer villus

Sekil 2.1. Koryonik villuslarin geligimi

Tersiyar stem latervilo® Sinsisyum  Ds,,
L i/ siabatesgeislast

., ‘ebaka

l{ﬁfyonik tabaka

" koryonik . kavite

Sekil 2.2. Gestasyonun 3iincii haftasinda trofoblast ve somit olusum
oncesi embriyonun goériinimii
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Maternal damar

Dis sinsisyotrofoblast
X > X , kabuk
Intervilioz bostuk™ A * 8 Sinsisyotrofoblast

B Sitotrafeblast

Kapillerli .
@ mezoderm

15

Koryontk: * tabaka

Baglayier Sap \ ,.(f—j——dﬁmﬁy‘mik
R kavile

Sekil 2.3. Gestasyonun iigiincii haftasinda villuslarin boyuna kesiti

2.2. Plasental Villuslar

Plasental villuslarin ilk belirgin tanimlanmas1 Weber'in 1832 deki verileri
dogrultusunda Boyd ve Hamilton tarafindan yapilmig olup villuslar1 stem ve
terminal villus olarak iki grup altinda toplamiglardir (Boyd and Hamilton 1970,
Kaufmann, Sen and Schweikhart 1979). Koryonik tabakadan desidua basalise
kadar uzanan villuslar stem villus, bunlardan dallanan ve besin, gaz degisiminden

sorumlu olan villuslar da terminal villuslar olarak tanimlanmigtir (Sadler 1990,
Kaufmann 1979).

Ancak kapsamli 151k mikroskobu analizleri ile son dénemlerde yogun olarak
gerceklestirilen elektron mikroskobik analizler bu villus klasifikasyonu villuslarin
gerek ultrastriiktiirel, gerekse ii¢ boyutlu yapilarina uygun olmamaktadir ki
histomorfometrik analizler de bu diigiinceyi dogrulamigtir (Kaufmann, Sen and
Schweikhart 1979, Castellucci and Kaufmann 1982a).
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Yapilan seri incelemelerde gebelik boyunca koryonik villuslarin stromal
arkitektinde morfolojik degigimlerin oldugu saptanmig olup bu tiir stromal
modifikasyonlara dayamlarak beg farkl1 plasental villus tipi karakterize edilmigtir
(18, 19, 21, 23, 62, 63, ). Stromal yapiya gore belirlenen villus tipleri sunlardir:

- Mezengimal villuslar

-.  Immatiir intermediate villuslar
- Matiir intermediate villuslar
- Stem villuslar

-. Terminal villuslar

2.2.1. Mezensimal villuslar

Gestasyonun en erken donemlerinde yani 7-8inci haftalarina kadar hakim
olan ve diger villus tiplerinin primitifi olan villus tipidir. Bu villuslar gestasyonun
8inci haftasindan itibaren immatiir intermediate villuslara doniistiikten sonra
tamamiyla kaybolmazlar, doguma kadar devamli olarak yeni trofoblastik ve
villéz tomurcuklar olustururlar. Bu nedenle bazi mezensimal villuslara ve
tomurcuklara gestasyonun son donemlerinde de rastlanmaktadir (Martinoli et al.
1984). Jauniaux ve ark. (1991) tarafindan gergeklestirilen ve insan plasentasinin
-gelisiminin degerlendirildigi c¢aligmada, gelismekte olan villus sayisinin
gestasyonun 6 ile 15inci haftalar arasinda arttif1, tomurcuklanmanin ise fetal
periyoda gore gestasyonun 10uncu haftasina kadar olan embriyonel donemde
sayisal olarak ¢ok fazla ve daha uzun olduklan gozlenmistir. Tomurcuklanma
kapasitesinin gestasyonun 12inci haftasindan itibaren anlamh sekilde azaldig
belirtilmekle beraber, miyadindaki plasentalarda da tomurcuklara rastlanabilecegi
ve bu tomurcuklanmanin plasental biiyiime kapasitesinin belirleyicisi oldugu
bildirilmistir (Burton 1987).

Yeni mezensimal villus olusumu ya daha yagh mezengimal villuslardan ya
da immatiir intermediate villuslardan daha sonra sitotrofoblast ve bag doku ile
istila edilecek lateral pozisyonlu trofoblastik tomurcuklann geligmesiyle olusur.
Birim trofoblastik yiizey basina diisen sitotrofoblast sayisi diger villuslardaki
degerler ile kargilastirildiginda mezengimal villuslarda maksimaldir. Ayrica,
mezensimal villuslarin villéz sitotrofoblastlarinin mitotik indeksi diger biitiin
villuslardakinden ¢ok daha yiiksektir (Castellucci et al. 1990, Tedde andTedde
Piras 1978).
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Gestasyonun 6inc1 haftasinda incelenen plasentalarda biitiin villuslarin
lateral yiizeylerinde oldugu kadar mezengimal villuslarin uglarinda da ¢ok sayida
uzun, diiz trofoblastik tomurcuklar saptanmaktadir. Pek ¢ok yerde bunlar
demetler halinde rastgele yerlesmiglerdir. Tomurcuklarin ¢ogunlugu
sinsisyotrofoblastiktir, bazilarinda sitotrofoblastik kor bulunmaktadir
(Castellucci et al. 1990).

Normal insan plasentasindaki biitiin villus tiplerinde ii¢ tabaka
bulunmaktadir (Wynn, 1975). Bunlar;

-. Trofoblast tabakas:
-. Bag doku tabakasi
- Kapiller endotelyum (Vaskulogenezis baghg: altinda incelenecektir).

Trofoblast tabakasi : Trofoblast tabakasinda sinsisyotrofoblast ve
sitotrofoblast katmanlann bulunmaktadir. Anne kam ile iligkide olan sinsisyal
trofoblast erken plasental gelisimde oldukca kalindir.

Sitotrofoblast ya da Langhans hiicreleri ise sinsisyum ve trofoblastik taban
membran: arasinda yeralmaktadir. Langhans hiicreleri poligonal yapili biiyiik
hiicrelerdir. Nukleuslan yuvarlak ya da oval, nukleoluslan ise genistir.

Gestasyonun erken donemlerinde Langhans hiicrelerinin sayis1 oldukga
yiiksektir ve sinsisyotrofoblast tabakasinin altinda devamli bir katman halinde
bulunmaktadir. Gebeligin 2inci ve 3inci trimesterinde Langhans hiicrelerinin
say1sinmin azaldig: ve sinsisyumdan ¢ikan sitoplazmik uzantilarin bunlar arasindan
membrana ulastif1 saptanmistir. Bu hiicrelerin mitotik aktivitesi gestasyonun 6
ile 10uncu haftalan arasinda yiiksek olmakla birlikte maksimal diizey 9uncu
haftada gozlenmektedir. Boliinen hiicre miktar1 12inci haftadan itibaren
azalmakta ve miyada kadar azalan oranlarda devam etmektedir. Gestasyonun
28-30uncu haftalaninda diigiik oranda mitotik hiicreye rastlanirken 30. haftadan
itibaren mitoza hi¢ rastlamlmamaktadir (Tedde and Tedde Piras 1978).

Sitotrofoblastik veya Langhans hiicrelerinin iki ana fonksiyonu
bulunmaktadir:

i. Insan koryonik gonadotropin (=hCG) iiretiminde

ii. Sinsisyal tabakanin kalinlagmasinda
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Morfolojik ve histokimyasal ¢aligmalar Langhans hiicrelerinin hCG iiretim
yeri oldugunu gdostermistir. Hormonun iretim ve salimm diizeyi gebelik
donemlerine gore farkliliklar gostermektedir. En yiiksek degerler 8 ile 12inci
haftalarda saptanirken ileri donemlerde aniden diigmekte ve belirli bir diizeye
ulagarak miyada kadar sabit diizeyde iiretilmektedir. hCG diizeyinin en yiiksek
oldugu donemler ile Langhans hiicrelerinin mitotik aktivitesinin yiiksek oldugu
donemler birbirlerine paralellik gostermektedir. Mitotik hiicre miktan
sitotrofoblastin endokrin aktivitesi ile iligkili goriinmekte ve biri azaldiginda
digerinde de diisme gozlenmektedir. Ancak dikkat edilmesi gereken bir nokta
vardir ki bu da; hCG diizeyi 12inci haftadan sonra diisiip belirli bir diizeye
ulagtiktan sonra sabit olarak miyada kadar iiretilirken, Langhans hiicre sayisinda
devaml azalma olmakta ve son donemlerde hi¢ mitoz gerceklesmemektedir. Bu
durumda hCG iiretiminin sitotrofoblastin proliferatif aktivitesinden bagimsiz
olarak gerceklestigi, regiilasyonda bazi humoral kontrol mekanizmalarinin
olabilecegi one siiriilmektedir. Langhans hiicrelerinden hormon saliminin
kontroliinde onemli rol oynayabilecek heniiz ¢ok iyi bilinmeyen baz1 faktorler
olabilir ki bunlardan biri anti hCG faktdriidiir. In vitro kogullarda bu faktoriin
insan hCG'ne baglandigi gosterilmistir (67,118, 126).

Langhans hiicrelerinin diger bir fonksiyonu da sinsisyal tabakanin
kalinlagmasinda rol oynama31d1r. Morfolojik ve otoradyografik ¢aligmalar
Langhans hiicre tabakasinin sinsisyum i¢in germinal tabaka oldugunu
gostermistir (104, 118, 126).

Ultrastriiktiirel olarak sinsisyum sitotrofoblasta godre biraz daha
komplekstir. Bol miktarda endoplazmik retikulum, Golgi ve mitokondrinin
yamsira ¢ok sayida sekretor graniiller, lipid damlaciklari ile elektron bakimindan
yogun bir nukleus bulunmaktadir. Sinsisyum olgunlastikga mikrovezikiiler
durumdaki endoplazmik retikulum aktif protein sentezine bagh olarak diizlesir
ve bunun devaminda da protein depolamasi ve transportuna bagh olarak dilate
sisternalar belirgin hale gelir. Langhans hiicrelerinde ise 6zellesmis organel
miktar oldukga azdir, bol miktarda serbest ribozom bulunmaktadir (118, 126).

Plasental villuslarin sinsisyotrofoblast tabakasimin apikal yiizeyinde iyi
geligmig mikrovilluslarin bulundugu ve bu mikrovillus membraninin plasentanin
pek cok onemli fonksiyonunda &nemli rolleri oldugu belirtilmektedir( Teasdale
and Jean-Jacques 1985). Bu fonksiyonlara &rnek olarak anne ve fetus
arasindaki metabolit transferinin ayarlanmasi (Novak 1991, Smith 1981),
maternal-fetal immunolojik iligkilerin diizenlenmesi (Faulk and Mclntyre 1981)
verilebilir. Mikrovilluslarin olgunlagma doneminde spesifik degisiklikler
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gerceklesmektedir. Gestasyonun erken dénemlerinde bu mikrovilluslar uzun,
kalin ve birbirine yakin olarak yerlegmis yapilar iken gebelik ilerledikce gerek
boy gerekse kalinliklarinda azalma olmakta ve daginik olarak-yerlesmektedirler.
Ik trimesterde 600 milyon/cm3 konsantrasyona sahip olan bu yapilarin miyada
yakin donemlerdeki konsantrasyonu 1200 milyon/cm3'e yiikselmektedir.
Mikrovilluslarin yiizey. genisletmesine iligkin morfometrik c¢aligmalarda
gestasyonun ozellikle son dort haftas: icinde mikrovillus yiizeyinde belirgin bir
azalmanin oldugu ve bunun da bu donemlerde fonksiyonel dokuda ve anne ile
fetus arasindaki iletisimin gerceklestigi alanda belirgin bir diismeyi yansittif1
belirtilmektedir. Gergekten de gestasyonun 36inc1 haftasindan itibaren
parankimal dokularda ve degisimin gergeklestigi alan ylizeyinde bir artig
olmaksizin sadece fetal biiylimenin oldugu saptanmigtir (Teasdale and Jean-
Jacques 1985, Novak 1991).

Yukarida belirtilenlere bagh olarak embriyonal dénemin baglarindan
itibaren normal plasentanin sinsisyotrofoblast tabakasi ¢evresinde yogun bir
mikrovillus katman olusumu gerceklegsmekte olup gebeligin son donemlerinde
bu mikrovillus katmaninda gerek say1 gerek geniglettikleri yiizey bakimindan
belirgin bir azalma olmaktadir.

Bag doku tabakast: Biitiin koryonik villi tiplerinin bag doku koru iki ana
tip hiicreden olugmaktadir. Bunlar fikse stromal hiicreler ve Hofbauer
hiicreleridir. Fikse stromal hiicreler de Kaufmann ve ark. (1977) tarafindan
mezengimal hiicreler, kiigiik ve biiyiik retikulum hiicreleri ile fibroblastlar olarak
gruplandirilmgtir.

Mezengimal villuslarin bag doku korunda kiiciik hiicre kitlesi ve
sitoplazmik uzantilar1 olan spindle benzeri hiicreler baskindir ki bunlar
Kaufmann ve ark. (1977) tarafindan tanimlanan mezengimal hiicrelere kargilik
gelmektedirler. Bunlar ¢ogunlukla kollajen lifler arasinda bulunmakla beraber
bazen sitoplazmik uzantilan ile kollajenin bulunmadig kiiciik stromal kaviteleri
de sararlar. Gestasyonun en erken donemlerinde (6inc1 hafta dolaylarinda)
mezensimal hiicrelerin uzantilan genellikle ince, piiriizsiiz ve hiicre gdvdesinin
ekseni dogrultusunda olup komsu hiicreler ile diizensiz bir ag olusturmaktadirlar
(Martinoli et al. 1984). Mezengimal hiicrelerin egzantrik pozisyonlu oldukca
dibe yerlesmis bir nukleus, belirgin bir nukleolus ve diizensiz dagilmig kromatin
ile karakterizedir. Tipik sitolojik 6zellikleri; elektron bakimindan yogun olan
sitoplazmada ¢ok sayida mitokondri, granulli ER ve biiyiik oranlarda
poliribozomlar yeralmaktadir. Mezengim hiicrelerinin yanisira makrofaj benzeri
Hofbauer hiicreleri de mezengimal villus korunda bulunurlar. Hofbauer
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hiicrelerinin, anne ve fetus arasindaki aligveriste oynadig1 énemli roller geregi
ayr bir baghk altinda degerlendirilmesi uygun goriilmiigtiir.

2.2..2. Immatiir intermediate villuslar

Immatiir intermediate villus, gestasyonun yaklagik 8inci haftasindan
itibaren mezen§imal hiicrelerin morfolojik degisiklikler gostermesiyle olugan bir
villus tipidir. Genig bir villusdur ve gebeligin orta donemine kadar baskin
durumdadir, daha sonra sayica azalir ve villus agacinin biiyiime zonunu temsil
eder.

Trofoblast tabakasi: Kalin, tek diize bir trofoblast tabakasi bulunmaktadir.
Langhans hiicreleri kolaylikla belirlenebilmektedir. Mitotik indeksin en yiiksek
oldugu donemlerde olustugu icin sitotrofoblast tabakasi kalindir. Sitotrofoblast
tabakasi ile bag doku hiicreleri arasinda seliiler bir iligki heniiz s6zkonusu
degildir. Her iki hiicre tipi daima kahn trofoblastik basal lamina ile ayrlmaktadar.

Bag doku tabakasi: Yaklagik olarak gestasyonun 8inci haftasindan
itibaren mezengimal hiicreler morfolojik degisimler gostermeye baglarlar ki
mezengimal villusun immatiir intermediate villusa transfonmasyonunun nedeni
bu hiicre. modifikasyonudur. Devamli artan sayida hiicre Kaufmann ve ark.
(1977)mn tamimladigr kiigiik retikulum hiicrelerin morfolojik ozelliklerini
gostermeye baglarlar ve immatiir intermediate villuslarda baskin hiicre tipi haline
gelirler.

Kiiciik retikulum hiicreleri oldukg¢a genig bir hiicre kitlesi ve yelken benzeri
uzantilara sahiptir. Bu kiigiik retikulum hiicrelerinin birbirleri lizerine
yerlesmeleriyle villuslarin dikey eksenine paralel olarak uzanan stromal kanallar
sistemi olugur ki immatiir intermediate villuslanin spesifik 6zelligidir. Kanallar
farkli biiyiikliiktedirler ve villoz korun ozellikle merkezinde ¢ok iyi
geligmiglerdir. Bunlarin hemen hepsi kollajen liflerden yoksundurlar. Komsu
kanallar arasindaki iletisim kolaylikla belirlenmektedir. Bu iletigim kiigiik
retikulum hiicrelerinin yelken benzeri uzanularindaki yuvarlak fenestrasyonlar
ya da komgsu yelken benzeri uzantilarin kenarlan tarafindan belirlenen agikliklar
aracthigiyla olmaktadir. Bu agikhik bolgeler bazen ince kollajen lif demetleri ile
kismen siirfanmiglardir. Hofbauer hiicrelerinin biiyiik boliimii kanallar i¢indedir
(Martinoli et al. 1984, Castellucci et al. 1984).

Immatiir intermediate villuslarin gelisme ve farklilagmasi plasental
biiylimenin regulasyonunda 6nemli bir rol iistlenmiglerdir. Kaufmann, Sen ve



19

Schweikhart (1979)'a gore, immatiir intermediate villuslar boyca biiyiirler,
dallanirlar ve ¢ogunlukla ek immatiir dallar olugtururlar, cok az miktarda terminal
villus olusumu sézkonusudur. Bazi yeni olusan dallar daha sonra agiklanacak
olan matiir intermediate villus tipini olustururlar. Plasental biiyiime ve
maturasyon tamamiyla immatiir intermediate villuslarin ne zaman ve ne kadannin
matiir intermediate villuslara doniigtiigii ile belirlenir. Immatiir tipten matiir tipe
farklilagmada yetersizligin olmasi devaml biiyiime ve dallanmaya neden olur,
ancak terminal villus olusumunda basansizlik sézkonusudur. Bunun sonucunda
genis ancak farklilasmamus plasenta olugur. Tersine, eger immatiir tipten prematiir
tipe erken farkhilagma gergeklesirse, plasental biiyiime ¢ok erken donemde durur.
Plasenta kii¢iik kalir, fakat ¢ok sayida uzun, oldukca dallanmig terminal villuslar
olusur.

Gebelik ilerledik¢e immatiir intermediate villus tipi sayica azalir, ancak
tamamyla ortadan kalkmaz. Bu nedenle miyadinda plasentalarda az miktarda
immatiir tipe rastlanir. Gestasyonun 14iincii haftas1 dolaylarinda genis kollajen lif
aglar1 immatiir intermediate villuslarin proksimalindeki stromal kanallan kaplarlar.
Bunun sonucunda olduk¢a kompakt fibroz stroma ortaya ¢ikar ki bu stem
villuslarin karakteristik 6zelligidir.

2.2.3. Stem villuslar

Stem villus bir media iceren kan damarlarina gore tanimlanan villus tipidir
ve gestasyonun l4iincii haftasindan sonra stromanin fibroz bir yap:
kazanmastyla olusur.

Trofoblast tabakasi: Trofoblast tabakasi immatiir intermediate villuslara
gore daha ince olmakla birlikte genel yapisal 6zellikleri ve mikrovilluslarin
bulunmasi bakimindan intermediate villuslarla benzerlik gosterirler. Langhans
hiicrelerinin mitotik aktivitesi azalmaya devam eder. Gebeligin 12inci
haftasindan itibaren baz: fetal kapillerler basal trofoblastik yiizey ile baglantilar
kurmaya baslarlar ki 14iincii haftalarda baglanti ileri diizeylere ulagir. Baz1
bolgelerde trofoblastin derinliklerine kadar uzandiklarindan trofoblast
tabakasinin incelmesine neden olurlar.

Bag doku tabakasi: Proksimal immatiir intermediate villuslar yavag yavag
stem villuslara doniistiik¢e kiiciik retikulum hiicrelerinin sayis1 azalir, buna
karsilk pek ¢ok fibroblast dikkati ¢eker. Kiigiik retikulum hiicreleri ile
fibroblastlar arasindaki gegis formlarinin bulunmasi retikulum hiicrelerinden
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fibroblastlara gecisin bir kanitidir. Fibroblastlar spindle benzeri, kisa ve kahn
sitoplazmik uzantilart olan hiicrelerdir. Ayrica bu hiicreler ¢cogunlukla ¢ok sayida
kollajen liflerle tiimiiyle ¢evrilmiglerdir.

Damar caplarimin ve kollajen lif miktanimin artmasina ek olarak stromal
kanallarin ortadan kalkmasi da stem villuslarinin karakteristik 6zellikleridir.

Stem villuslarin yukarnda belirtilen yapisi villus agacina mekanik bir stabillik
saglamaktadir (18, 62, 74). Immatiir villuslarda ¢ok miktarda gézlenen tomurcuk
seklindeki kalinlagma stem villuslarda nadiren gozlenir. |

2.2.4. Matiir intermediate villuslar

Gebeligin ikinci trimesterinin son dénemlerinde dordiincii villus tipi olan ilk
matiir intermediate villuslar gézlenmeye baglar. Periferdeki immatiir intermediate
villuslarin dallanmasiyla olugan matiir intermediate villuslar stem ve terminal
villuslar arasinda uzanan bir ya da iki sira daldan olusurlar. Bu villuslar uzundur
ve diizenli araliklarla kivnimlar olustururlar. Her kivrimda bir ya da iki terminal
villus uzantis1 bulunmaktadir.

Mezensimal villus ile matiir intermediate villuslar yapisal olarak birbirlerine
¢cok benzerler. Matiir intermediate villuslanin immatiir tiplerinden direkt olarak
olustuguna yonelik herhangi bir ipucu yoktur. Her iki intermediate villus tipi
mezengimal villuslardan koken alirlar, ancak ortaya ¢ikis donemleri farkhidir.
Gergekten, yeni olugan mezengimal villuslarin immatiir intermediate villuslara
transformasyonu, son trimesterde matiir intermediate villus olusumunu
uyarmaktadir. Mezengimal villusun matiir intermediate villusa transformasyonu
minor degisikliklerle olusur. Villus capi ile villuslarn diiz bigimi genel olarak aym
kalir, kapiller sayisinda bir artis sozkonusudur ki bazilarinda sinusoidal
dilatasyon gerceklesebilir ya da kiigiik perferal arteriol ve venul yapilan ortaya
¢ikar (Kaufmann et al. 1985). Sinsisyotrofoblastlar incelir ve sitotrofoblastik
hiicrelerin sayisi belirgin bir sekilde azalir ki bunlar da biiylime kapasitesinin
azaldigimn belirtelerdir. Immatiir tiplerinden farki, matiir intermediate villuslarin
stem villuslara transformasyonuna iligkin en ufak bir belirti yoktur. Bu villuslar
terminal villuslarin gelisiminden sorumludurlar.

Matiir intermediate villuslarin bag dokusu kii¢iik ve biiyiik retikulum
hiicreleri ile karakterizedir. Genig retikulum hiicreleri olduk¢a hacimli bir hiicre
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kiitlesi ve kisa yelken benzeri sitoplazmik uzantilariyla diizensiz gekillerin
olusturuldugu hiicre tipidir. Uzantilarin kisa olmasindan dolayi, nadiren birbirleri
iizerine binerler. Bu nedenle, genis retikulum hiicreleri immatiir intermediate
villuslarda oldugu gibi retikiiler bir yap1 olusturmazlar. Gevsek ve fibriller bir
stroma vardir. Kapillerler arasindaki bogluklar doldurulur. Bu villus tipinde
Hofbauer hiicreleri cok nadir gozlenir (18, 23, 65, 74 ).

2.2.5. Terminal villuslar

Terminal villuslar, villus agacinin son dallaridir. Enine kesitlerinde genellikle
yuvarlak ile oval arasi bir goriinimdedirler ve ince bir trofoblast tabakasi ile
cevrilidirler. Trofoblast tabakasi genellikle sadece sinsisyotrofoblastlardan
olugur. Sinsisyotrofoblast ve basal lamina arasinda nadiren Langhans hiicrelerine
rastlanir.

Terminal villuslar matiir intermediate villuslardan olugurlar ve matiir bir
plasentadaki villuslarin % 95 ini olustururlar. Lateral immatiir intermediate
villuslardan koken alan ve matiir plasenta villuslarinin %35 ini olugturanlarin
villoz tomurcuklar ya da erken olusan mezensimal villuslar oldugﬁ belirtilmigtir
(Castellucci et al. 1990).

Ik terminal villuslar, son trimesterin baglarinda ilk matiir intermediate
villuslarin olusumundan hemen sonra ortaya ¢ikarlar. Matiir intermediate
villuslardaki kapillerlerin uzunlamasina bilyiimesiyle kapillerler villuslardan daha
uzun hale gelirler ve kivrihp looplar olugtururlar. Villuslanin diiz yapilanindan
dolayi, looplar trofoblastik yiizeyde ¢ikintilar olustururlar ki bunlar terminal
villuslardir. Terminal villuslarda trofoblast proliferasyonunun indiiklenmesine
bagli olarak olusan bir biiyiime sézkonusu degildir, onun yerine kapillerlerin
kivrilmastyla pasif olugum gerceklesir.

Cogunlugu matiir intermediate villuslardan olmak iizere, kismen de stem
villuslardan olugan terminal villuslar kii¢iik retikulum hiicreleri ve nadiren
fibroblastlara sahiptirler. Ancak immatiir intermediate villuslarda oldugu gibi
retikulum hiicreleri stromal kanallar1 olusturmazlar. Bu hiicrelerin sitoplazmik
uzantilan az gelismistir. Kollajen fibrillerle ¢evrilidirler ve fetal damarlar ile
trofoblast arasindaki bosluk fetal sinuzoidlerin geniglemesiyle oldukga komprese
olmus durumdadirlar (18, 23, 89).
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2.2.6. Hofbauer hiicreleri

Hofbauer hiicreleri, koryonik villus stromasinin en fonksiyonel ve ilging
hiicreleri olmasindan dolay: ayr: baglik altinda incelenmesi uygun goriilmiigtiir.

Hofbauer hiicreleri pek ¢ok aragtinc: tarafindan incelenen bir hiicre tipidir
ve bu hiicrelerin makrofajik 6zelliklere sahip olduklar: morfolojik (11,17,28, 74),
sitokimyasal, histokimyasal (Zaccheo et al. 1982) ve immiinolojik (20, 127, 129)
¢ahigmalarla belirlenmistir.

Hofbauer hiicrelerinin orjinine iligkin iki hipotez 6ne siiriilmektedir:

1. Koryon villusunun farklilagmamig mezengimal hiicrelerinden koken
ahrlar.
2. Hofbauer hiicreleri dejeneratif elementlerdir.

Ancak hiicre organellerinin 6zellikleri ve onlarin canliliklarini korumalan bu
hiicrelerin aktif oldugunu gostermekte ve buna bagh olarak ilk hipotezin gecerli
olacag one siiriilmektedir (17, 22, 28, 61).

Aragtirmalar sonucu yapisal ve histokimyasal olarak Hofbauer hiicreleri ile
normal matiir doku makrofajlar arasinda biiyiik benzerlik oldugu, fagosit gibi
fonksiyon gosterdikleri ve koryonik villus korunda su ile elektrolit
transportunda aktif rol oynadiklar belirlenmisgtir (17, 19, 28, 35).

Hofbauer hiicreleri hiicre yiizeyinden uzanan sitoplazmik uzantilar ve ¢ok
sayida sitoplazmik vakuoller ile karakterizedir. Bu sitoplazmik uzantilar ile genig
vakuoller makropinositotik aktivitenin birer belirtecidirler. Bunlarin yanisira
Hofbauer hiicrelerinin yiizeyi boyunca i¢ kisma tutunmus membranl
mikropinositotik vezikiiller bulunmaktadir ki ¢cok sayidaki bu mikropinositotik
vezikiiller hiicrelerde sivi transportunun oldugunu gostermektedir. Bu
mikropinositotik vezikiiller ile fagolizozomlar bdylece hiicredeki sivi miktarini
arttirmaktadir. Belirli bir diizeye ulagtiktan sonra ekstra ve intraseliiler sivi
miktarinda yeni bir denge olusur. Bunun sonucunda vakuollerde toplanan sivi
sitoplazma aracilifiyla disar1 aktanlir ve stromanin sivi diizeyi dengelenir,
vakuoller kolapse olur.

Hofbauer hiicresi ekzantrik olarak yerlesmis ve genellikle fibroblast
nukleusundan daha kiigiik ve yuvarlak olan bir nukleusa sahiptir. Kromatin egit
olarak dagilmigtir, heterokromatin periferde yer almaktadir. Hem SER hem RER
icermekte olup sisternalar dilate degildir. Ribozomlar sisterna membranlan
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boyunca rastgele dagilmuglardir. Ayrica sitoplazmada serbest ribozomlar da
bulunmaktadir. Golgi az gelismis olup nukleusa oldukca yakin bir bdlgede
bulunur. Hofbauer hiicrelerindeki mitokondriler elektron bakimindan
yogundurlar.

Gestasyonun 8-10 uncu haftalart arasindaki plasentalarda Hofbauer
hiicrelerinde baz1 yapisal farklilagmalarin oldugu saptanmigtir. Bunlardan en
onemlisi sitoplazmadan nukleusa uzanan uzun tubuller bir yapidir. Membranla
sinirl1 olan bu tubuller yap: perinukleer alani gecerek nukleusa girer.

Ikinci yapisal farklilagma ise nukleusa yakin yerde bulunan ve iig
membranla sinirlanan bir yapidir. Bu yap: elektron bakimindan olduk¢a yogun
bir madde icermektedir.

Yukarida belirtilen iki yapisal olarak farkhilagmis yapr Demir ve Erbengi
(1984) tarafindan ilk olarak saptanmg olup bu 6zellesmis yapilar ile Hofbauer
hiicrelerinin, koryonik villus korunun gelisme ve farklilagmasinda, villus
stromasindaki diizenleyici proseslerin kontroliinde rol oynadiklari
diigiiniilmektedir. Hofbaur hiicrelerindeki ikinci tubuler yapinin bulunmasi bu
diisiinceyi destekler yondedir.

Enders ve King (1970) erken donem plasentada, Hofbauer hiicrelerinin
bulunmasimin, stromadaki yerlesimlerinin ve pinositotik aktivitelerinin interstisyel
stvidan protein ve iyonlarin alinmasinda biiyiik rol oynadigini belirtmiglerdir.
Hofbauer hiicrelerinde bulunan ¢ubuk seklindeki mitokondriler su ve iyon
transportunu gerceklestiren hiicrelere 6zgiidiir. Bunlara bagh olarak Hofbauer
hiicrelerinin fagositik aktivitelerinin yanisira koryonik villus stromasindaki su ve
elektrolit transportunda aktif bir rol iistlendikleri 6ne siiriilebilir.

Plasentada lenfatik sistem yoktur. Fetal proteinler, plasental bariyeri
gecmeden fetal sirkiilasyona geri donerler. Hofbauer hiicreleri bu transportta da
aktif rol oynarlar (Enders and King 1970, Demir and Erbengi 1984).

Hofbauer hiicreleri tarafindan alinan serbest su ve eriyebilen maddelerin
molekiilleri 6nemli birer potansiyeldirler. Bu hiicreler plasentadaki su diizeyini
ayarlamak veya villus stromasindaki fetal serum protein miktarin1 azaltmak gibi
pek ¢ok Onemli prosesden sorumlu olabilirler. Anne ve fetus arasindaki
regulasyondan dolay1 Hofbauer hiicrelerinin bu gorevi ¢ok 6nemlidir.
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Castellucci et al. (1987), erken donem plasentada Hofbauer hiicrelerinin
mitoz Ozelliklerini incelemiglerdir. Bulgulara gore; bu hiicreler mitotik aktiviteye
sahip hiicrelerdir ve bu hiicrelerin koryon villuslardaki dagiliminda, makrofajlann
cogalma ya da farklhilagmasini etkileyen hormon ve koloni uyaric1 faktorler gibi
bazi maddelerin lokal konsantrasyonlarinin etken oldugu saptanmigtir. Lokal

cevrede hiicre gereksinimi olmasi halinde hiicre sayisinda hizli bir artig
olmaktadir.

Sonug olarak, villus korunun ilging hiicresi olan Hofbauer hiicresi, plasental
villus korunun gelisme ve farklilagmasinda, villuslarin vaskularizasyonunda, su
dengesinin ayarlanmasi ve ¢esitli maddelerin transportunda rol oynamaktadir.
Bu hiicreler intrastromal regulasyon merkezleri olarak degerlendirilmektedir.

2.2.7. Plasental villuslarda kapillerlerin gelisimi

Embriyonik kan damarlanimin gelisimine iligkin incelemeler gecen yiizyila
kadar uzanmaktadir (Dempsey 1972). Insan plasentasinda fetal
vaskularizasyonun olusumuna yonelik temel arastirmalar ise Boe (1953) ve Arts
(1963) tarafindan gergeklestirilmis olup (Leiser et al. 1985) matiir plasental
villuslardaki fetal damarlarin arkitekt ve ultrastriiktiirel yapis1 pek ¢ok arastiric
tarafindan degerlendirilmistir (31, 38,49, 66).

Vaskular sistem, embriyogenezisin erken donemlerinde splanchnopleuric
mezodermden farklilagan kan adaciklarindan koken almaktadir. Kan adaciklarina
ayni zamanda hemangioblastlar adh da verilir, ¢iinkii bu adaciklarin merkezinde
bulunan oncii kan hiicreleri ile periferde farklilagan oncii endotelyal hiicreler
arasinda yakin bir iligki vardir. Yolk kesesindeki pek ¢ok adacigin geligip
birlesmesi kapiller agini1 olugturur ve sirkiilasyonun baglamasindan sonra regiiler
arteriovendz vaskiiler sisteme farklilasma sézkonusudur. In situ kan damarlarinin
geligimi de embriyoda gerceklesir. Bu damarlar vitellin (amphalomesentric) arter
ve venler aracilifiyla yolk kesesine baglamirlar (Risau et al. 1988).

Endotelyal hiicrelerin biiyiime ve farklilagmasim diizenleyen molekiiler
mekanizmalar hakkinda ¢ok ‘az sey bilinmektedir. In situ olarak farkhilagan
endotelyal hiicrelerden kan damarlarimin gelisimi vaskulogenezis, dnceden
olusan damarlardan kapillerlerin dallanmasi ise angiogenezis olarak tamimlanir ve
bu olaylar embriyogenezisin erken doénemlerinde olugmakta, ayrn1 aymn
diizenlenmektedirler (Risau et al. 1988).
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Gestasyonun 3 iincii haftas1 dolaylarinda vaskulogenezisin ilk belirtileri
gozlenmeye baglar. Bu donemdeki villuslar pek ¢ok ydnden sekonder
villuslardan aynlirlar. En belirgin farkliliklar stromadaki hiicrelerde gozlenir. Bu
donemdeki tersiyer villuslarda mezengimal ve Hofbauer hiicrelerine ek olarak
ticiincii grup hiicre olan hemangiogenetik hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler
birbirleri arkasina dizilerek kiigilk yuvarlakims: ya da kord benzeri demetler
olugtururlar. Mezengimal hiicrelere gore daha az sitoplazmasi olan bu hiicrelerde
az miktarda RER, mitokondri ve oval ya da uzamig nukleus bulunmaktadir. Bu
hiicrelerin en carpic1 ozellikleri interseliiler iligkilerdir. Komsu hiicrelerin
membranlar arasinda ya kisa spot benzeri ya da uzun bant benzeri baglantilar ile
interseliiler yariklarda kopriiler olugturulur. Hemangioblastik hiicre gruplannin
ortasinda, interseliiler yariklarda dilatasyonun olugmasi ve bunlarin diizensiz
olarak dagilmasiyla primitif lumen gelisir. Bu interseliiler yariklardaki fokal
genislemeler birleserek genis lumen haline gelirler. Bu donemde trofoblastik
tabaka altinda belirgin bir basal lamina bulunurken, hemangiogenetik hiicreler ile
direkt iligkide olan endotelyal basal laminaya rastlanmaz. Ancak mezengimal
hiicreler ile hemangiogenetik hiicreler arasindaki ekstraseliiler matriksde oldukca
yogun bir madde birikimi vardir ki bu basal lamina materyaline benzer
ekstraseliiler maddedir.

Gestasyonun 4iincii haftasindan itibaren vaskulogenetik fenomenin
gergeklesmedigi primer ve sekonder villus ¢ok nadiren gozlenir. Villuslarin
hemen hepsinde kapiller olusumun ilk belirtileri baslamistir. Bu dénemde
mezengimal ve Hofbauer hiicreleri yapisal olarak biiyiik farkliliklar gostermezken
hemangioblastik hiicre gruplarinda oldukg¢a belirgin degisiklikler saptanir.
Kolaylikla gézlenebilen genig bir poligonal lumen olusumu sdzkonusudur.
Cevredeki endotelyal hiicrelerin ¢ogunlugu diizlesmistir. Basal lamina geligimi
heniiz yoktur. Direkt olarak lumenle iligkili olan Oncii endotelyal hiicrelerde
organel orani oldukga diisiiktiir. Ayrica 6ncii damarlarin enine kesitlerinde yeni
bir hiicre grubuna daha rastlanilir. Bu poligonal bag doku hiicrelerinde ¢ok iyi
gelismis dilate olmug RER'un bulunmast karakteristik bir dzelliktir. Bu hiicrelerin
diiz uzantilan ya komsu mezensimal hiicrelerle ya da damar duvan ile
iligkidedirler. Bu hiicreler oncii perisitlerdir. Perisitler, sitoplazmik uzantilar ile
endotelyal hiicrelere desmozomlar ile baglanirlar ve kapiller lumenini dogerler.
Bu donemde, ilk defa olarak gelismekte olan kan hiicre demetlerine rastlanilir.
Bunlarn ¢ogu 6ncii damar lumeni icindedirler.

Gestasyonun 61nc1 haftas1 dolaylaninda, ilk defa kapiller basal lamina
olusumuna iligkin belirtiler ortaya ¢ikar. Endotelyal hiicreler ile perisitlerin dig
yiizeyleri ve interseliiler yaniklarda lokal olarak konsantre olan ekstraseliiler
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matriks belirginlegir. Bu materyal 6ncii basal lamina olarak degerlendirilmektedir.
Hiicrelerin basal lamina ile tamamiyla sarilmasi ancak gestasyonun 10uncu
haftas1 dolaylarinda go6zlenir. 12inci haftadan itibaren bazi fetal kapillerler basal
trofoblastik yiizeyle iligki kurarlar. Baz1 bolgelerde trofoblastin dip bolgelerine
kadar uzanarak trofoblast1 lokal olarak ince lamellar bir yap: haline getirirler ki
bu yapiya epitelyal tabakalar ya da sinsisyo-kapiller membran ad1 verilir.

Gebeligin son 10 haftas: i¢inde kapillerleri ¢ceviren tam bir basal lamina
geligir. Bu basal lamina sadece endotelyal kanah degil perisitleri de tiimiiyle
cevreler. Gestasyonun erken donemlerinde hemangioblastik hiicrelerle
gerceklesen kapiller olusumu gestasyonun son periyodunda yerini
angioblastlara birakir. Kapiller tomurcuklar ¢ok kiiclik lumen ile karakterizedir.
Bu tomurcuklarda angioblastik hiicreler goriilir ki bu hiicreler elektron
bakimindan yogun bir sitoplazma ile ¢ok sayida ribozom, bir miktar mitokondri
ve ¢ok az da graniillii endoplazmik sisterna ile karakterizedir.

Immatiir villuslarin stromasinda az miktarda diizenli olarak dagilmig dar,
sinuzoidal olmayan kapillerlere rastlanirken stem villuslar arter, arteriol, ven ve
veniillerle karakterize olmaktadir. Aynica dar kapillerler tarafindan olugturulan
paravaskiiler ag da genis caplh stem villuslarda gdzlenmektedir. Immatiir
intermediate villuslarin farklilagmasi ile olusan matiir intermediate villuslar bir iki
terminal arterioller, bir-iki postkapiller venuller ile bir kag¢ tane kivrimlar olugturan
ve cogunlugu dar olan kapillerler ile karakterizedir ki bu kapillerlerin bir boliimii
paravaskiiler ag1 olustururlar. Baz1 bolgelerde bu kapillerler sinuzoidal
dilatasyonlar gosterirler. Diger kapillerler terminal villuslarin kapiller kiviimlarim
olugturarak devam ederler. Matiir intermediate ve terminal villuslanin en garpici
ozellikleri sinuzoidlerdir, yani dilate kapillerlerdir. Villus u¢larinda bulunan
sinuzoidler kan akimini yavaglatarak maternal-fetal degisimin yeterli diizeyde
olmasim saglamaktadir ( 29, 64, 72).

Gestasyonun 4-5inci aylarninda desiduada intervilloz bogluklara dogru
uzanan ancak hi¢ bir zaman koryonik plaga ulagmayan yariklar vardir. Bu
yariklar maternal dokudan olugsmakla birlikte yiizeyi sinsisyal hiicrelerle ¢evrili
olup intervilloz bogluklardaki maternal kamn fetal dokudan ayrilmasi saglanir.
Bu yarik olugumu sonucunda, plasenta pek ¢ok kompartmana aynlmistir ki
bunlara kotiledonlar ad1 verilir.

Kotiledonlar intervilloz bogluklara giren arterlerden kani alir. Arterlerin
lumeni dardir ve boylece intervilloz bosluga kanin biiyiik bir basingla girmesi
saglanmir. Bu basing kanin intervilloz bosluklarin diplerine kadar gitmesini ve pek
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cok villusun oksijenli kan ile kargilagmasi saglamir. Basing azaldik¢a kan
koryonik plakadan desiduaya dogru gecerek endometrial venlere girer. Boylece
intervilloz bosluklardan gelen kan endometrial venler aracilifiyla maternal
sirkiilasyona geri doner (68, 72, 104).

2.2.8. Insan plasental villusundaki morfometrik analizler

Embriyonik donem plasentasi ile fetal donem plasentasinin gelisimine
yonelik morfometrik analizlerde, gelisen villus sayisinin gestasyonun 6 ile 15inci
haftalan arasinda maksimum diizeyde oldugu, buna kargilik tomurcuklarnn fetal
periyoda gére embriyonal donemde ¢ok daha fazla sayida ve daha uzun
olduklar1 saptanmigtir. Gestasyonun 3iincii ayindan sonra tomurcuklanma
kapasitesinde belirgin bir azalma goriilmektedir (Januiaux et al. 1991).

Geligmekte olan villus, kalin sinsisyotrofoblastik tabaka, onun altinda
siireklilik godsteren sitotrofoblast katmani ve en i¢ kisimda ise mezensimal hiicre
ve kapiller bakimindan zengin gevsek bir stroma ile karakterizedir. Oksijen ya da
CO, gibi gaz transportunun oldugu erken donem plasentanin fonksiyonel
terminal villuslan ile geligmekte olan villuslar kargilagunldig zaman villoz bariyer
kalinhg ile trofoblastik tabaka kahnliginin gebelik ilerledikge eksponensiyel bir
azalma gosterdigi, embriyonik ve fetal donemler arasinda anlamli farkhiliklarin
oldugu saptanmistir. Sitotrofoblast hiicreleri sinsisyotrofoblast tabakasinin
altinda devamli bir tabaka halinde bulunurlar. Ancak gebelik ilerledik¢e bu
hiicreler daha az belirgin hale gelirler. Bu olayin erken dénem plasentanin
trofoblastik kalinliginin azalmasinda etkisi ¢ok biyiiktiir. Bariyer kalinligim
etkileyen onemli degisikliklerden biri de villus vaskularizasyonunda gergeklesir.
Villus bagina diisen kapillerlerin sayisi ile fetal kapillerler tarafindan kaplanan
villus hacminde artig gozlenir (12, 53, 117).

Kapillerlerin trofoblast yiizeye orani terminal villuslarda maksimumdur.
Stem villusda bu oran azalhirken immatiir ve matiir intermediate villus tiplerinin
her ikisinde de vaskularizasyon ¢ok azdir. Kapillerlerin trofoblast yiizeyine oram
ile ortalama difiizyon uzakhg terminal villuslarin gaz aligverisindeki aktif roliinii
yansitmaktadir. Terminal villusdaki epitelyal tabaka uzunlugu, ortalama
trofoblastik kalinlik ile ortalama difiizyon uzaklig: gaz degisimi i¢in optimal
degerleri gostermektedir (Sen, Kaufmann and Schweikhart 1979).

Langhans hiicrelerinin genel trofoblast hacmi ile villoz yiizeye orani tiim
villus agaci boyunca hemen hemen sabit kalmaktadir. Bu gebeligin son
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donemlerine kadar villus agacinin biitiin boliimlerinde belirgin bir trofoblast
regenerasyonunun oldugunu gostermektedir.

Villuslarin enine kesitlerinin ¢ap ve uzunluk arasindaki oram villus tipleri
arasinda belirgin farkliliklar gostermekte, villus hacminin villus sayisina oran ise
cesitli villus tiplerinde fonksiyonel farkliliklarin oldugunu belirtmektedir.
Ortalama ¢ap, kapiller yiizey ve hacim, trofoblastik kalinlik ve hacim ile ortalama
damar lumen alam villus tiplerinin belirlenmesinde morfometrik olarak en
belirleyici parametrelerdir. Ancak bu parametrelerden sadece birine dayanarak
villuslarin kategorize edilmemesi, biitlin parametrelerin birlikte degerlendirilmesi
gerekmektedir (53, 107, 117).

Biitiin villus tipleri arasinda degerlendirilen parametrelerde istatistiksel
olarak anlamli farkhhklar gézlenmektedir. Terminal villuslarla matiir intermediate
villuslar arasinda 6zellikle ortalama cap, kapiller yiizey ve Hofbauer hiicre
sayisinda anlamh farklhiliklar saptanmrmgtir. Caplart bakimindan birbirleriyle hemen
hemen ayni olan immatiir intermediate villuslarla stem villuslar arasinda kapiller
yiizey, kapiller hacim ve Hofbauer hiicre sayisinda farkliliklar bulunmaktadir
(Sen, Kaufmann and Schweikhart 1979, Burton 1987).

2.3. Plasental Diizensizlikler

Insan plasentas1 6yle iyi gelismis bir yapiya ve dyle iyi diizenlenen bir
organizasyona sahiptir ki anne ile fetus arasinda miikemmel bir baglant1 saglanir.
Anne kam ile fetus kan1 daima birbirinden ayr1 kaldig1 halde anne kanindan
fetusa beslenmesi i¢in gerekli maddeler plasenta araciligiyla geger. Fetusta
olusan yikinti maddeleri de yine bu yoldan digan atilirlar. Fetusun geligimi i¢in
gerekli olan boyle bir organizasyonda normal koryon villus gelisimi ve
maturasyonunun ¢ok onemli oldugu tartigma gotiirmeyen bir gercektir.

Aragtinicilar normal gebeliklerin yanisira patolojik gebeliklerde de plasental
yapiy1 gerek 151k mikroskobu gerekse elektron mikroskobu ile degerlendirerek
patolojik gebeliklerdeki plasental diizensizlikleri belirlemiglerdir (5, 30, 37, 65, 76,
88, 90, 93, 98, 103, 106).

Plasental biiyiime ve maturasyonu belirleyen faktorler matiir intermediate
villuslarin ne zaman ve hangi diizeyde immatiir tiplerinden gelistigidir. Diger
boliimlerde belirtildigi gibi, immatiir intermediate villuslar villus agacinin
uzunlamasina biiylime ve dallanma segmentleri olup matiir plasentada sadece
kiigiik gruplar halinde ve villus agacinin merkezinde bulunurlarken immatiir
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plasentanin oncii villuslan olarak gorev yaparlar. Matiir intermediate villuslar ise
stem villus dallaridir. Terminal villuslara déniigme sanslan yoktur. Ancak
yiizeyleri boyunca sadece terminal villus iiretirler.

Miyadindaki bir gebelikte immatiir villuslardan matiir villus gelisiminde bir
gerilik sozkonusu ise bu patolojik durum plasental immaturite olarak
yorumlanmaktadir. Immatiir villuslar biiyiimeye ve dallanmaya devam ederler.
Villus agaci ve bunlarla birlikte tiim plasenta oldukc¢a biiyiik olmakla birlikte
terminal villus olusturmada yetersiz kalacaktir.

Diger patolojik durum, 6zellikle prematiir dogumlarda yiiksek siklikta
rastlanan erken donemde matiir olan plasentadir. Gestasyonun 35inci hafta
dolaylarinda matiir plasentada bol miktarda terminal, az miktarda matiir
intermediate ve bir ka¢ tane de immatiir villus bulunur. Ancak gestasyonun daha
erken donemlerinde plasenta bu 6zellikleri kazamp doguma hazir duruma gelir
ve bunun sonucunda prematiir do§um gerceklesir.

Hipermatiirite gestasyonun her doneminde gerceklesen plasental villus
agacinin anormal gelisimidir. Immatiir intermediate villuslar gestasyonun ¢ok
erken donemlerinde matiir tiplerine doniislir. Matiir villuslar ise ¢ok sayida
terminal dallar olustururlar. Bunun sonucu, plasental biiylime zonu olan immatiir
intermediate villuslar kaybolur, villus agaci ve tiim plasenta kiigiik kalir.
Prematiir olarak olugan matiir intermediate villuslarin terminal villuslan iiretmesi
icin uzun bir siire gerekecektir. Buna bagli olarak bol miktarda, uzun, asin

‘diizeyde dallanmis ve hatta diizensiz bir gekil almig terminal villuslar olugacaktir
(Sekil 2.4).

Diger bir patolojik plasenta ise terminal villus eksikligidir. Immatiir villusdan
matiir intermediate villusa transformasyon normal iken matiir villuslardan
terminal villus iiretiminde bir diizensizlik olmakta, bunun sonucu matiir
intermediate villus dominant villus populasyonu olarak gelisir (Sekil 2.4) (63, 65,
106, 114, 121).

Biagini ve ark. (1989) plasental maturasyonda gerceklesen morfogenetik
olaylarin baginda ortaya ¢ikan villus agacimin yiizeyinde hem stem hem de
intermediate villuslardan orjin alan kii¢iik villoz ¢ikintilan inceleyerek
plasentanin morfogenetik potansiyelini ve yayilma yetenegini
degerlendirmiglerdir. Bulgularina gore, normal miyadindaki plasentaya gore
erken donem plasentada yiizeyde bulunan yarik miktari ¢ok daha azdir.
Hipertensiv plasentalarda yaptiklar incelemelerde bu yarik miktarinn arttigini,
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Kaufmann ve ark. (1987) ise hipertensiv olgularin plasentalarinda
hipermatiiritenin gdzlendigini bildirmislerdir.

Patolojik durumlarda plasentada yapilan incelemelerde aragtiricilar erken
gebelikteki hormonal dengenin villus maturasyonunu ve dolay:siyla gestasyon
siiresini etkileyebilecegini one siirmektedirler ki bu varsayim hayvan
deneylerinde de dogrulanmigtir (Schweikhart, Kaufmann and Beck, 1986)

Gebelikte sigara i¢iminin perinatal ve neonatal mortalite oranini arttirdifa ve
bu komplikasyonlarin da plasental harabiyetle iligkili oldugu belirtilmektedir .
Sigara i¢imi ve plasentamin ultrastriiktiirel yapisi arasindaki iligkinin
degerlendirildigi calismada fokal sinsisyotrofoblastik nekroz, pinositotik
aktivitenin azalmasi, mikrovillus harabiyeti, sitoplazmik membran harabiyeti,
trofoblast membraninin kalinlagsmasi, endotelyal biiziilme ve basal lamina
kahinlagmast ile sigara iciminin iliskili oldugu belirtilmistir (Demir and Uner 1990).

Plasental morfolojinin ve ultrastriiktiire] yapinin degerlendirildigi diger bir
patolojik durum ise erken ve ge¢ donem fetal dliimlerdir. Bu konudaki ¢aligmalar
1960 I1 yillara kadar uzanmakla birlikte fetal karyotipe bagli olarak
gerceklestirilen elektron mikroskobik analizler son yillarda iizerinde durulan bir
konu haline gelmigtir.

Cestasyonel ddnem
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2.4. Spontan Abortus (SAB)

SAB gestasyonun 20inci tam haftasindan (139uncu giin) once dogum
prosesinin sona ermesidir. Bu da 500 gr. dan daha hafif olan infantin canliligini
yitirmesi, fetus ile plasentanin hepsinin ya da bir béliimiiniin digar1 atilmasidur.
Erken abortus gestasyonun 12inci haftasindan once, ge¢ donem abortus ise 12
ile 20inci haftalar arasinda gergeklesen abortuslardir.

2.4.1. SAB cegsitleri

1. Complete abortus: Gestasyonun 20inci haftasindan Once biitiin
konsepsiyon iiriinlerinin kaybidir. '

2. Incomplete abortus: Gestasyonun 20inci haftasindan once
konsepsiyon iiriinlerinin bir béliimiiniin kaybi olarak tanimlanir.

3. Threatened abortus: Gestasyonun 20inciinci haftas1 6ncesinde uterus
kasilmalari olmadan ya da uterus kasilmalariyla birlikte konsepsiyon iiriinleri
digart atilmadan ve serviks dilatasyonu olmaksizin intrauterin orjinli
kanamalardir.

4. Inevitable abortus: Gebeligin 20inci haftasindan 6nce konsepsiyon
irlinleri atilmadan serviksin devamli ve kademeli dilatasyonu ile gerceklesen
intrauterin orjinli kanamalardir.

5. Missed abortus: Gebeligin, fetusun in utero 6liimiinden sonra iki ay
ya da daha uzun siire devam etmesidir. Herhangi bir abortus nedeni sorumlu
olabilir ancak missed abortus gebelik ikinci trimestere ulagincaya kadar ortaya
¢tkmaz. Annenin fetusu nigin atmadi§1 bilinmemektedir, ancak gebelik kaybini
onlemek i¢in eksojen olarak verilen progestojenlerin sorumlu olabilecegi
diisiiniilmektedir.

6. Enfekte abortus: Genital organlarin enfekte olmasi ile baglantilt
abortus tiiriidiir.

7. Septik abortus: Maternal sirkiilasyon aracilifiyla enfeksiyonun
yayilmasina bagh olarak olugan abortusdur.
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Tanis1 konamayan (subclinical) abortuslarda gebeligin heniiz farkina
varilmadan sonlanmasi sdzkonusudur. Spontan abortus genellikle embriyo ya da
fetusun 6liimiinden 1-3 hafta sonra ortaya cikar.

Reprodiiktif kayip spektrumu degerlendirildiginde spontan abortus en
biiyiik boliimii olusturmaktadir (% 15-40). Diger nedenler infertilite (% 15),
prematiirite (% 10), fetal 6liim (% 1), ektopik gebelik (% 1) ve neonatal §lim (%
1)diir.

2.4.2. SAB insidansi

SAB insidans: tam olarak bilinmemekle beraber tiim gebeliklerin en az %
15-40 kadan SAB ile sonlanmaktadir. SAB ile sonlanan gebeliklerin %75 kadar
gestasyonun 161inct haftasindan 6nce, bunlarin da % 62 kadan 12inci hafta
oncesinde gerceklesir. Tanist konamayan SAB oram1 % 8 olarak belirtilmekle
beraber bu oranin daha yiiksek oldugu kabul edilmektedir.

SAB insidansim etkileyen en 6nemli faktér anne yasidir. Carr (1971) 44
yagin istiindeki annelerde SAB insidansinin %36 oldugunu bildirmistir.
Gestasyonun ¢ok erken dénemlerindeki abortuslar da dikkate alindifinda SAB
oran artmaktadir. Implantasyon 6ncesi ve implantasyon sonrasi erken donemler
degerlendirildiginde, % 30 kadar gebeligin heniiz farkedilmeden sonlandigi
saptanmistir Ki bu orana % 15 dolaylanindaki klinik abortuslar da dahil edilirse
SAB insidansi %45 diizeyine ulagmaktadir (9, 15, 16).

2.4.3. SAB"1n etiyolojisi

SAB nedenleri icerisinde en biiyiik grubu kromozom anomalileri
olusturmaktadir ki bu faktor ayn baglik altinda degerlendirilecektir. SAB'in diger
nedenleri daha diisiik oranlardaki kayiplardan sorumludurlar. Genetik
anomalilerden sonra etken olan en biiyiik grup "bilinmeyenler” grubudur. SAB'a
neden oldugu bilinen diisiik insidansda seyreden faktorler soyle siralanabilir:

a. Ovular faktorler

Ovular faktorler genellikle ilk trimester abortuslara neden olurlar. Bunlar
i. Anormal plasenta formasyonu (Ornek: Hipoplastik trofoblast)

ii. Embriyo lokalizasyon anomalisi

iii. Embriyo ya da koryonik kavitenin konjenital eksikligi.
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Gebeligin ikinci trimesterinde etkili olan ovular faktorler ise sifilis,
embriyonun yiizeye implante olmasi ve eritroblastosisdir.

b. Maternal Faktorler

SAB'a neden olan maternal faktorler daha ¢ok ilk trimesterin son donemleri
ile ikinci trimesterde etkili olmaktadirlar. Bunlar 5 grup igerisinde
degerlendirilebilirler.

i. Sistemik hastaliklar: Herpes simplex virus 2 tipi, rubella viriisii, T soyu
mycoplasma, toxoplasma gondii, sitomegalovirus gibi maternal
enfeksiyonlar
Diabetes mellitus, hiper ve hipotiroidizm
Kardiyovaskiiler-renal hipertansif hastaliklar
Sistemik lupus eritromatozis gibi bag doku hastaliklar

i1. Protein ve vitamin yetersizligi

iii. Immiinolojik diizensizlikler:
- Kan grubu uyusmazhg:
-Benzer maternal ve paternal HLA fetusun maternal immiinolojiyi
- yetersiz diizeyde tammasina neden olmakta ve abortus olasiligim
arttirmaktadir.

iv. Toksik faktorler: Talidomid, folik asit antagonistleri, antikoagulanlar,
maternal hipoksi

v. Uterus defektleri
Uterus kavite biiyiikliigiinii azaltan konjenital anomaliler
Cesitli uterus tiimorleri (6zellikle submiikéz ya da intramurol
miyomlar)
Uterus malpozisyonu
Sezeryam takiben uterus duvarindaki ¢atlamalar
Onceki gebelik sonucu uterus serviksinin anatomik ya da
fonksiyonel yetersizligi ikinci trimester abortusdan sorumludur.

2.5. Genetik Diizensizlikler ve Abortus

Kromozom diizensizlikleri ile belirli klinik sendromlar arasinda yakin bir
iligki oldugunun belirlenmesi ve bunu takiben iki yeni kromozom anomalisinin
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letal etkiye sahip oldugunun saptanmasi (trizomi 17 veya 18 ile trizomi D olarak
belirtilmistir) ileri diizeydeki kromozom diizensizliklerinin letal etkili oldugu
hipotezini ortaya atmistir. Bu arada iki abortus materyalinde gergeklestirilen
kromozom analizinde triploidinin gézlenmesi bu hipotezi dogrulamig ve 1963
den itibaren abortus materyalleri sitogenetik yonden degerlendirilmeye
baglanmis olup (4,5) giiniimiize kadar devam etmistir ( 33, 34, 39, 42, 43, 44, 45,
46,71, 90, 91)

SABlarda gergeklestirilen sitogenetik analizler, cesitli etnik ve yas
gruplarinda kromozom anomali oranlarinin saptanmasi, bunlarin etiyolojilerinin
ve tekrarlama risklerinin belirlenmesi, belirli mutajenlerin etkilerinin
degerlendirilmesi yoniinden biiyiik olanaklar saglamaktadir (3, 33, 34, 39, 42, 43,
57,71,73, 84, 85, 91, 96)

Insanda klinik olarak tamis1 konan gebeliklerin en az % 15-20 kadar1 20inci
haftadan 6nce spontan abortusla sonlanmaktadir (2,5,7,21,30). Giiniimiize kadar
gerceklestirilen genis caphi arastirmalar degerlendirildiginde abortus
materyalindeki kromozom anomali insidanst % 19 (Andrews 1984) ile % 69.4
(Ohno, Maeda and Matsunobu 1991) arasinda degisik oranlarda saptanmagtir.
Kromozom anomali insidansindaki bu genig aralik i¢in degisik faktorlerin etken
olabilecegi belirtilmektedir Bunlardan biri cografik dagilimdir. Cesitli
sendromlarin goriilme sikliklarinin populasyondan populasyona farklilik
gostermesine baglh olarak cografik varyasyonun abortuslardaki anomali
oraninda da etkili olabilecegi one siiriilmektedir (9, 15, 34, 73, 95).

Kromozom anomali insidansi gestasyonun erken donemlerinde en yiiksek
iken, gebelik ilerledik¢e anomali oraninda bir azalma olmaktadir, yani ileri
diizeydeki kromozom diizensizlikleri embriyonun canlilifimi korumasini
onlemekte ve dolayisiyla embriyo gestasyonun erken déneminde atilmaktadir.
Aragtiricilar gestasyonun dordiincii ayina kadar olan abortuslarin % 50-60
kadarinda kromozom anomalisinin goézlendigini, dordiincii-besinci aylarda bu
oranin %25 lere diistiigiini bildirmiglerdir (9, 15, 16, 33, 34, 39, 42, 73, 83, 91,
95). Bu nedenle incelemeye alinan orneklerin gestasyonel yaslar1 anomali
insidansim biiyiik oranda etkilemektedir.

Trizomik olgularin biiyiik boliimiinde en ¢arpict dzelligin ileri maternal yag
oldugu pek ¢ok aragtirici tarafindan dogrulanmigtir. Bu gercek dogrultusunda,
abortuslardaki anomali insidansim etkileyen en 6nemli faktorlerden biri de
maternal yasdir. Ozellikle 13-22inci kromozomlara iligkin trizomiler ileri yagdaki
annelerin materyallerinde gézlenmektedir (34, 41, 43, 45, 91).
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2.5.1.SAB'larda gézlenen kromozom anomali tipleri

SAB'larda gerceklestirilen sitogenetik analizlerde, % 90 oraninda sayisal
anomali gozlenmektedir ki bunlarin % 45 kadan trizomi, % 251 Monozomi X ve
% 20 kadan da poliploididir. Yapisal kromozom anomalileri de tiim anomalilerin
ancak %10 kadarim olugturmaktadir (15, 91, 132).

Trizomi abortuslarda en ¢ok gozlenen sayisal kromozom anomalisidir.
Trizomi 13,14,15,21 ve 22 gibi anne yasina bagl olarak olugan trizomilerin
yamisira trizomi 4,9 ve 16 gibi yasla iligkisi olmayan trizomiler de abortuslarda
gozlenmektedir.

Genel olarak biiyiik kromozomlara gore kii¢iik kromozomlann trizomi
orant ¢ok daha yiiksektir. Trizomik fetuslarda gestasyonel yags
degerlendirildiginde ortalama yas 10.5+0.5 olarak saptanirken bu siirenin biiyiik
kromozomlarda daha kisa, E ve G grubu kromozomlarda ise daha uzun
olmaktadir (15, 16, 42, 45)

Trizomik abortuslarin % 70 kadar1 maternal orjinli olup bunlarin biiyiik
boliimiiniin birinci mayotik boliinmedeki hatalardan kaynaklanmaktadir
(Niikawa 1977, Hassold ve Matsuyoma 1979).

SAB'lann sitogenetik yonden degerlendirilmesinde en ¢ok saptanan ikinci
sayisal diizensizlik % 25 oraninda gdzlenen Monozomi X dir (Boue and Boue
1985). Canli dogumlar arasinda goriilme sikligr 0.06-0.2/1000 ( Canki,
Warburton and Byrne 1988) ve sitogenetik yonden tanisi konabilen biitiin
monozomi Xli gebeliklerin ancak %0.5 kadar1 miyada kadar devam
edebildiginden monozomi X letaldir.

Trizomilerin aksine monozomi X karyotipi ile maternal yag ters orantilidir.
Monozomi X mekanizmasi heniiz bilinmemektedir. Ancak anne yasinin ileri
olmamasindan dolay1, monozomi X diizensizliginin maternal mayotik kromozom
ayrilamamasindan ileri gelmedigi kesindir (Kajii and Ohoma 1979, Warburton et
al. 1980). Erken dénem mitotik boliinme sirasinda seks kromozomunun kaybi
daha olas1 goziikmektedir (Canki,Warburton and Byrne 1988).

SAB'larda gozlenen sayisal anomalilerde iigiincli sirayr poliploidi
‘almaktadtr. Abortuslarda triploidinin goriilme siklig1 tetraploidinin yaklagik 4 kati
kadardir, ancak tetraploidi triploidiye gore daha letaldir. Triploidik abortuslara
gestasyonun son donemlerinde de rastlamrken tetraploidik fetuslar 75inci giin
dolaylarinda abort olmaktadirlar (15, 34, 91, 131).



36

SAB'larn rutin olarak karyotiplenmesinin avantajlarindan biri ¢iftlerin daha
sonraki gebelikleri i¢in bilgilendirilmeleridir. Alberman (1981) abortusda bulunan
trizomi ile onceki ya da sonraki trizomik canli dogumlar arasinda bir iligki
oldugunu ortaya atmistir (Kline 1986'dan). Durfee and Pernoll (1991) ilk gebelik
normal karyotipli abortusla sonuclandiginda, ikinci gebeligin %50 olguda
anomalili olacagini, anomalili karyotipin saptandig1 abortusu takiben ise ikinci
gebeligin %80 olasilikla yine anomalili olacagini bildirmistir. Buna kargilik
normal parental karyotiplerin bulundugu ve ileri maternal yas faktoriiniin
olmadigr durumlarda dnceki abortuslarin normal veya anomalili olmasi daha
sonraki gebelikler i¢in herhangi bir ipucu saglayamayacagi pek ¢ok aragtirici
tarafindan kabul edilmektedir (43, 71, 84, 115, 124).

2.6. SABlarda Plasenta

Kaufmann et al. (1987) gestasyonun 8-20inci haftalar1 arasinda
gerceklesen abortuslarda kalin, immatiir intermediate villuslarin bulundugunu,
¢ok sayida sinsisyal tomurcuklann gozlendigi buna kargilik terminal villuslara hig
rastlamlmadigim belirtmislerdir. .

Biagini et al. (1989) 8 ile 12inci haftalar arasinda abort olan plasentalarda
gerceklestirdikleri ultrastriiktiirel analizlerde dallanma diizeyi ¢ok diisiik olan
stem villuslarin belirgin oldugunu, ancak plasentanin intermediate ve terminal
villuslara dallanmasinin belirteci olan yariklarin heniiz bulunmadigini
gozlemiglerdir. Bunlara ek olarak sinsisyotrofoblastlarin yiizeyinde bulunan
mikrovilluslarin sayisinda azalma vardir ki bu gaz ve besin aligveris yiizeyinin
yetersiz oldugunun belirtisidir. Plasentanin yetersiz olmasi fetusun geligimini
etkileyerek gelisme geriligine ve daha ileri diizeyde fetus 6liimiine neden
olabilmektedir (8, 58,69).

Fujikara, Ezaki and Nishimura (1971) spontan abortuslan koryonik villuslar
ve sinsisyal tomurcuklar bakimindan normal grup olarak degerlendirdikleri
induced abortuslarla kargilagtirmiglardir. Koryonik villus sayis1 bakimindan her
iki grup arasinda farklihgin olmadigini, dolayisiyla anormal villus gelisiminin
SAB'a neden olan primer faktor olarak degerlendirilemeyecegi sonucuna
varmuglardir. Buna kargilik Honore ve ark. (1976) normal ve anormal karyotipli
abortuslardaki plasental morfolojiyi degerlendirmis, anormal karyotipli érnekleri
trizomi, triploidi, tetraploidi ve Monozomi X olarak 4 ana gruba aywrarak
plasental dzellikleri incelemiglerdir. Degerlendirmeleri sonucunda heteroploidinin
fenotipik ifadesindeki bozulmalarda plasental diizensizliklerin etkisinin belirgin
oldugu sonucuna varmiglardir.
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Kromozom aberasyonlu spontan abortuslarda avaskiiler villuslu kiigiik
plasenta, ozellikle triploidilerde villus stromasindaki sitotrofoblastik birikimler ve
plasental villuslardaki hidatid dejenerasyon erken ve ge¢ donem fetal dliimlerle
baglantil1 olabilecegi one siiriilerek kromozom anomalili abortus orneklerinde
plasentanin gerek histolojik gerekse ultrastriiktiirel yapisi detayli olarak
degerlendirilmistir (78, 88, 93, 98, 103).

Ornoy et al. (1981) hidatid dejenerasyonun 12 haftadan daha kiiciik
abortuslarda yogunlagtigini. trizomi ve triploidinin saptandigi erken gestasyonel
abortuslarin koryonik villuslarinda atipik stromal hiicrelerin bulundugunu,
gebelik siiresi ilerledikge (13-18inci haftalar) hidatid dejenerasyonunun
azaldigini, buna karsihk inflamatdr plasental lezyonlarin gestasyonel yag
ilerledikge arttigim bildirmis ve orta donem spontan abortus etiyolojisinde
plasentanin inflamator lezyonlarinin dnemli rolii oldugu sonucuna varmmglardir.

Novak et al. (1988) ilk trimester abortuslarda karyotipe bagh olarak
yaptiklart histolojik analizlerde normal ve anomalili karyotipler arasinda hidropik
villus degisimi, fibroz villus olusumu, atipik stromal hiicre insidans1 ve lenfosit
birikiminin bulunmasina iligkin degerlendirmelerinde herhangi bir farklilik
saptamamiglardir. Ancak villus koruna dogru trofoblastik invajinasyonun

anormal karyotiplerde, &zellikle de triploidik plasentalarda arttigini
bildirmiglerdir.

Kromozom anomalili abortuslarda plasentanin histolojik yodnden
degerlendirilmesinin bir nedeni de sitogenetik analizi gerceklestirmeden sadece
histolojik degerlendirme ile anomalili abortusun saptanip saptanamayacaginin
belirlenmesidir (Novak 1988, Minguilon et al. 1989). Honore et al. (1976) sadece
plasental histoloji degerlendirilerek %80 dogru karyotipik taniya ulagtiklarimi
belirtirken Muntefering et al. (1987)'1n bagar oram1 %67 olarak belirtilmigtir
(Minguillon et al. 1989'dan). Minguillon ve ark. (1989)'nmin erken donem SAB
orneklerinde sitogenetik analizlere paralel olarak 187 farkli kriterin
degerlendirildigi histolojik analizlerde, dogru karyotipik tantya ulagma bagarisi
%55 olarak bildirilmigtir..

Rehder ve ark. (1989) ise kromozom analizi yapilmadan kromozom
diizensizliginin belirlenmesini saglayacak spesifik morfolojik kriterlerin
bulunmadigim, plasental morfolojinin kromozom diizensizliginin tipinden gok
siddeti ve ortaya ¢ikisina bagh oldugu, anormal villus yapisinin anomalili
karyotipte gozlenecefi gibi normal karyotipte de bulunabilecegini
bildirmiglerdir.
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Erken gestasyonel donemde plasentanin normal gelisimi Burton (1987)
tarafindan elektron mikroskobik olarak incelenmis, Rockelein et al. (1990) ise
erken donem abortuslarda plasental villuslarin yiizeyini ve dallanmasini karyotip
verileri ile birlikte degerlendirmis olup anomalili karyotipli villuslarin
degerlendirilmesinde li¢ boyutlu incelemenin daha giivenli olacag:, belirli
kromozom diizensizliklerine ©zgii spesifik morfolojik degisikliklerin
saptanabilecegini bildirmiglerdir.

2.7. Koryonik Villuslarin Sitogenetik Analizlerde Kullamilmasi

Gestasyonun erken donemlerinde gerceklesen abortuslarin sitogenetik
yonden degerlendirilmesi embriyonun kendisinin degerlendirilememesi
nedeniyle ileri donem abortuslara gore daha gec¢ baslamigtir. Her ne kadar
trofoblast dokusunun prenatal tamda kullanma fikri 1964 lere kadar uzasa da
trofoblast dokusunun kiiltiiriinde karsilagilan zorluklar nedeniyle bu dokudaki
sitogenetik analizler yavaglarmgtir. Embriyonun kendisi, amniyon ve yolk kesesi
fertilize ovumun i¢ hiicre kiitlesinden, koryonik villuslar ise periferik tabakadan
farkllagtig1 i¢in koryonik villuslarin embriyoda farkli oldugu kabul ediliyordu.
Ancak gerek villus gerek embriyoda yapilan analizlerde embriyo karyotiplerinin
birbirlerini destekler nitelikte olmasi bu varsayimi ortadan kaldirmistir. Ayrica
maternal hiicre kontaminasyon riskinin yiiksek olmasi villus hiicrelerinin kiiltiire
edilmesini kisitlamigtir. Bu arada Langhans hiicrelerinin mitotik olarak aktivite
gosterdikleri otoradyografik (Moe 1971) ve histolojik incelemelerle (Watanabe
et al. 1978) belirlenmis ve bu 6zelliklerden yararlanarak direkt olarak sitogenetik
degerlendirmelerin yapilabilecegi belirtilmistir. Daha sonra koryonik villus
hiicrelerinin tripsinize edilerek baganyla uygulanabilir bir yontem geligtirilmigtir.
Bu arada Hunt ve Jacobs (1985) normal karyotipli SABlardan elde edilen
plasental kiiltiirler ile kromozomal olarak normal olan fetal ve plasental kiiltiirleri
kargilagtirmiglar, fetal kiiltiirlerin kisa zamanda kaliteli lireme gosterdiklerini,
kiiltlir siiresince kromozom yapisint bozmadiklarini, buna karsilik plasental
kiiltiirlerin kisa siirede canhliklarimi yitirdikleri, kromozomal olarak anormal olan
koloniler olusturduklar bildirilmislerdir. Buna kargilik, Procter, Watt ve Gray
(1986) ise koryonun diger fetal dokulara gore daha uzun siire canlilifim
korudugunu ve bu nedenle sitogenetik analizler icin tercih edilebilecek tek
doku oldugunu belirtmiglerdir.

Koryonik villuslarin kiiltiirii ile ilgili caligmalara paralel olarak Simoni ve
ark. (1983) Langhans hiicrelerinin mitotik aktivitelerinden yararlanarak direkt
kromozom analiz yontemini geligtirmiglerdir. Bu 6nemli geligme prenatal tam
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analizlerinde yeni bir ¢ag acmistir. Koryon villuslarinin direkt ve kiiltiir
yontemleriyle incelenebilmesi hem o6zellikle ilk trimester abortuslann sitogenetik
degerlendirmelerinde hem de prenatal tamda ¢ok genig bir uygulama alam
saglamugtir (80, 109, 110, 119).

Koryonik villuslarin sitogenetik analizlerin direkt ve uzun siireli kiiltiir
yontemleri kullanilmaktadir. Direkt yontemde materyalin alimindan 4-5 saat
sonra karyotip saptanmaktadir. Bu yontemde koryonik villuslarin sitotrofoblast
hiicrelerinin mitotik aktivitelerinden yararlanilmaktadir. Bu arada koryonik
villuslar 18-56 saat kiiltiire edilerek karyotipi belirleme olanag: da bulunmaktadir
ki bu yontem kisa siireli kiiltiir yontemidir. Direkt yontemin avantajlarinin
basinda karyotip tayininin ¢ok kisa siire iginde yapilmasi gelmektedir. Bunun
yanisira, maternal hiicre kontaminasyonu koryon villus incelemelerinde en
biiyiik problemdir ki direkt yontemde bu risk minimuma indirilmigtir. Maternal
hiicreler, sitotrofoblastlar kadar aktif ¢cogalamadiklan igin kiiltiirii kontamine
edemezler. Dolayisiyla elde edilen karyotip direkt olarak fetusu yansitmaktadar.
Direkt yOntemin bu avantajlarinin yamisira pek cok da dezavantaji
bulunmaktadir. Bunlar; mitotik indeksin ¢ok diisiik olmasi, iyi dagilmig ve kaliteli
bant almig metafazlarin yetersiz olmasidir. Kisa siireli kiiltiir yontemi ile bu
problemler kismen ¢oziimlenebilmektedir, kaliteli, iyi bant almig metafaz sayisi
artmaktadir ancak uzun siireli kiiltiirde elde edilenler kadar kaliteli degildir.
Ancak arastincilar direkt yontemle kisa siireli kiiltiir yontemini karsitastirdiklar
zaman, avantajlann nedeniyle kisa siireli kiiltiir yonteminin daha giivenilir
oldugunu belirtmektedirler (7, 48, 50, 54, 94).

Direkt kromozom preperasyonunda villus morfolojisi ve kiiltiir se¢imi
mitotik indeksde etkili olmaktadir. Langhans hiicrelerinin spontan boliinme
aktiviteleri yliksek oldugundan tomurcuklu, dallanmig villuslar secilmekte ve
serum konsantrasyonu diisiik besiyerinde kiiltiire edilmektedir ( Romagnano et
al. 1989).

Villuslarin dglincii tabakasi olan stroma hiicreleri, fetal damar ve bag
dokusu (mezensim, fibroblast, retikulum hiicreleri) hiicrelerdir Mekanik ya da
enzimatik yontemlerle agiga cikarilan bu hiicreler kisa siirede aktif olarak
prolifere olurlar. Uzun siireli kiiltiir yontemiyle kaliteli, bant alma kapasitesi
yiiksek yeterli sayida metafaz elde edilir. Degisik bantlama tekniklerini uygulama
olanag: oldugundan her tiirli kromozomal diizensizligin tanis1 konabilmektedir.
Ancak uzun siireli kiiltiir yonteminde maternal hiicre kontaminasyonu ile
bakteriyel kontaminasyon riski ¢ok yiiksektir. Saptanan karyotipin fetusa ait
oldugunun emin olunmasi gereklidir. Bu riski minimuma indirmek i¢in villuslarin
maternal desiduadan ¢ok iyi arindinlmasi ilk garttir. Maternal hiicrelerin
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iremesini engelleyen diigiik serum konsantrasyonlu &zel besiyerleri
kullamlabilir. Herseye ragmen XX ya da XX/XY mozaisizmi saptandii zaman
fetal ve maternal kromozomlarin floresans polimorfizmi agisindan
degerlendirilmesi sarttir(25, 26, 75, 79, 92, 105).

Koryon villus kiiltiiriinde gozlenen diger problem mozaisizm,
pseudomozaisizm, yanhs negatiflik ve yanhg pozitifliktir. Direkt ve uzun siireli
kiiltiir yontemlerinin her ikisinin birden uygulanmas: bu problemleri kismen
¢ozmektedir. Ancak mozaik yapi ile karsilasildiginda bunun pseudomozaisizm
ya da gergek mozaisizm oldugunun belirlenmesi i¢in diger prenatal tani
yontemleri olan amniyosentez ya da fetal kan drneklemesi gereklidir (25, 59, 99,
110, 111).

Koryonik villus kiiltiirlerinde, morfolojik olarak farklilik gdsteren hiicrelere
rastlanmaktadirg. Bunlar mezengimal stromadan koken alan fibroblastlar,
trofoblast tabakasindan koken aldigi diisiiniilen ¢ok niikleuslu hiicreler ve
graniillii hiicrelerdir (Chang and Jones 1988, Heaton et al. 1984).

Spontan olarak bdéliinen sitotrofoblastik hiicreler kiiltiirde elde edilen
hiicrelerden ¢ok farklhidir. Hiicre siklus degerlendirmelerinde spontan olarak
boliinen hiicrelerin uzun bir S fazina ve total hiicre siklusuna sahip oldugu
saptanmistir (Zahed, Murer-Orlando and Bobrow 1988). Embriyonik geligimin
ilk haftalarinda koryonik villuslarin farkli hiicre tiplerinin proliferasyon
potansiyelleri kargilagtinldiginda sitotrofoblastlarin proliferasyon potansiyelinin
9uncu haftada arttif1 saptanmistir ki bu déonem Kaufmann (1982) tarafindan
belirtilen tomurcuklu sinsisyotrofoblast olusumuna karsilik gelmektedir. Bu artig
Langhans hticrelerinin mitotik aktivitesine ve bunu takiben sitotrofoblastlarin
sinsisyal tabaka ile tomurcuklara farklilagmasindan kaynaklanmaktadir (Raabe
and Miller 1990).
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3. GEREC VE YONTEMLER

3.1. Gereg

Ik trimester SABlarda sitogenetik ve elektron mikroskobik analizleri igeren
bu calisma, Agustos 1991-Eyliil 1992 tarihleri arasinda Anadolu Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum Anabilim Dali ile Eskisehir Dogumevi'nde
gerceklesen 40 abortusda yapilmigtir. Materyal se¢iminde abortuslarin ilk
trimester olmalart ve sigara i¢iminin plasentanin ultrastriiktiirel yapisinda
modifikasyonlara neden olup sonuglarin yanhs degerlendirilmesine yol agmamasi
nedeniyle gebelerin sigara icmemesi kriter olarak alinmigtir. Ayrica ultrason ile
gebelik haftas1 belirlenen, herhangi bir saghk problemi olmavyan ancak sosyal
nedenlerle gebeligi istemeyen sigara igmeyen-14 gebeye iligkin istemli abortus

materyalleri de arastirmanin kontrol grubunu olugturmustur.

3.2. Yontemler

Ik trimesterSABlar sitogenetik ve ultrastriiktiirel yapi1 yoniinden
incelenmistir.

| 3.2.1. Materyal alimi
Kanama ve/veya kasilmalar nedeniyle ilgili kliniklere bagvuran gebelerde

yapilan fizik muayene ile abortus tanisi konulmus ve kiirete edilen gebelik
iiriinleri transport solusyonu (Cizelge 3.1) i¢ine alinarak hemen doku kiiltiiri
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laboratuvarina ulagtinlmigtir. Doku kiiltiirii laboratuvarina ulagtirilan materyaller
arasindan koryonik villuslar ayrilarak yikama solusyonunda yikanmglar ve
solusyonun bulundugu temiz petri kabina aktarilmiglardir.

Temiz petri kabinda bulunan villuslar stereo mikroskop altinda dikkatli bir
inceleme ile maternal desiduadan, kan damarlanindan anndinlmis ve fetal villuslar
lice aynlarak sitogenetik ve elektron mikroskobik analizler i¢in hazir duruma
getirilmiglerdir. '

3.2.2. Sitogenetik analizler

Koryonik villuslardaki sitogenetik analizlerde direkt ve uzun siireli kiiltiir

yontemleri birlikte uygulanmigtir.

3.2.2.1.Direkt yontem

Stereomikroskop altinda temizlenerek ii¢ boliime aynilan fetal villuslann ilk |

boliimiine direkt yontem uygulanmustir.

- Bol dalli ve tomurcuklu olan villuslar bir kere daha yikama solusyonunda

yikanarak diisiik serum konsantrasyonlu (Cizelge 3.2) besiyerine

aktanlip, parcalanmig ve 36 saat 37°Cde kiiltiire edilmiglerdir.

- Inkiibasyonun 34iincii saatinde hiicre bé&liinmesini metafazda
durdurmak amaciyla colcemid (0.4pg/ml) (Gibco 120-5212AD) eklenerek
2 saat daha kiiltiire devam edilmigtir.

- Siire sonunda petri kabindaki vasat ¢ekilerek, onceden 37°Cye getirilmis
5ml hipotonik solusyon (%1 sodyum sitrat) eklenmis ve 20 dakika
37°Cde bekletilmigtir.

- Siire sonunda hipotonik solusyon iizerine 1ml taze hazirlanmig Carnoy
fiksatif solusyonu (3:1 Methanol:Asetik asit) eklenerek 2 dakika
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bekletilmig, daha sonra tiim solusyon gekilerek Sml taze fiksatif

solusyonu eklenmistir. 10 dakika +4°Cde bekletilen villuslardaki fiksatif
cekilerek yenisi eklenmigtir.

- Fiksatifle yikama islemi iki kez tekrarlanmugtir.

- Son fiksasyon isleminden sonra, fiksatif c¢ekilmis ve villuslarin
kurumamasina dikkat ederek villuslardaki fazla fiksatifin ortamdan

uzaklagtinlmasi icin 5 dakika petri kabinin agz1 acik birakilmugtir.

- Bu igslemden sonra villus miktarina gore (5 mg. villus i¢in 20 damla)
%6011k asetik asit eklenerek 5-10 dakika kadar oda 1sisinda bekletilmigler
ve bu arada mikroskopta hiicrelerin serbest duruma gegmesi
incelenmigtir. |

- Yeterli hiicrenin serbest duruma ge¢mesini takiben, énceden hazirlanmig
ve odanin 1s1 ile nemine gore soguk ya da sicak olarak bekletilen lamlara
hiicre siispansiyonu damlatilmig, kivrik uclu pipet yardimiyla yayilmig ve
preperatlar kurumaya birakilmagtir.

- Bir gece 60°C de ya da 3 giin oda 1si1sinda yaglandirilan preperatlara

bantlama teknikleri uygulanmgtir.

3.2.2.2. Uzun siireli kiiltiir yontemi

Stereomikroskop altinda ii¢ gruba ayrilan fetal villuslardan ikinci gruba

uzun siireli kiiltir yontemi uygulanmigtir.

- Yikama solusyonunda bir kere daha yikanan villuslar ii¢ besiyerini
kargilagtirmak amaciyla iige ayrilmiglar ve iglerinde 3er ml tripsin-EDTA
solusyonunun (Gibco 043-05300) bulundugu petrilere aktarilip
parcalanarak bir saat 37°Cde kiiltiire edilmiglerdir.

- Siire sonunda tripsin-EDTA solusyonu ¢ekilerek, 3ml kollegenaz
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(500units/ml) (Sigma C-9263) ile yarim saat muamele edilen villuslar bu
islem sirasinda ¢ok kiigiik parcalara ayrilmiglar ve mikroskop altinda

hiicrelerin serbest duruma gecip gegmedikleri degerlendirilmigtir.

Yeterli miktarda hiicrenin serbest duruma gegisi ile hiicre siispansiyonlari
silikonlu santrifiij tiiplerine aktarilarak 10 dakika 1000 rpm de santrifiij
edilmiglerdir.

Supernatant atilmis, her tiipteki pellet tizerine Chang veya RPMI-1640
‘ya da Ham's F-10 besiyeri (Cizelge 3.3) konmus ve pipetaj sonrasi
flasklara ekimler yapilmustir.

Kiiltiire hazir duruma getirilen flasklar %5 CO,, nem ve 37°Clik ortamda
bes giin siire ile kiiltiire edilmislerdir.

Besinci giin flasklar inverted mikroskopta iireme agisindan
degerlendirilmig, iireme kalitesine gore uygun besiyerleri ile tiim ya da
yarim olarak degistirilmiglerdir.

Bundan sonra kiiltiirler yeterli mitoz gozleninceye kadar haftada iki defa

mikroskopta degerlendirilerek besiyerleri degistirilmistir,

Inverted mikroskopta yapilan incelemelerde flaskin yaklagik yarisimin

kaplandig: ve 4-5 mitozun gozlendigi kiiltiirler calismaya alinmiglardir.
Caligmaya alhinan kiiltiirlerin bir gece 6nce besiyerleri degistirilmigtir.

Ertesi giin colcemid (0.06pg/ml) eklenerek 4 saat kiiltiire devam
edilmisgtir.

_Siire sonunda besi ortami temiz bir santrifiij tiiptine aktarilmig ve flaska
2ml tripsin-EDTA solusyonu eklenerek hafif hareketlerle yitkama islemi
gerceklegtirilerek santrifiij tiipline alinmagtir.

Hiicrelerin iizerine 1ml taze tripsin (Difco 0153-59) eklenerek 5 dakika
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370C debekletilmig ve bu arada hiicrelerin birbirlerinden ayrihip
ayriimadiklan mikroskopta takip edilmistir.

Yeterli hiicre ayimmi gozlendigi zaman tripsini inaktive etmek icin
serumsuz besiyeri ilave edilmis, flask kangtiriimig ve pipet yardimiyla

hiicreler santrifiij tlipline aktarilmigtir.
10 dakika 1000 rpm de santrifiij edilmis, supernatant alinmigtir.

Pellet iizerine 370Cye getirilmis hipotonik solusyon eklenerek 20 dakika
379Cde etiivde bekletilmisgtir.

Siire sonunda etiivden cikarilan tiiplere 1ml taze hazirlanmig fiksatif

eklenerek 10 dakika 1000 rpm de santrifiij edilmiglerdir.

Santrifiij sonunda supernatant alinmig ve pellet lizerine damla damla ve
hafif hareketlerle kangtirilarak taze fiksatif solusyonu eklenmig ve yanm
saat +4°C de bekletilmiglerdir.

Buzdolabindan alinan tiipler 1000 rpmde 10 dakika santrifiij edilmis,
supernatant ahinarak fiksatif solusyonu eklenmistir. Bu fiksatif solusyonu

ile yikama islemi iki kez tekrarlanmigtir.

Son santrifiijden sonra yaklasitk 1 ml fiksatif birakacak sekilde
supernatant alinmig ve pellet pastor pipeti ile kangtirilarak onceden
temizlenmis lamlar iizerine damlatilarak kurumaya birakilmuglardir.

Preperatlar 60°Cde bir gece ya da oda 1sisinda 3 giin bekletilerek

yaglandinlmig ve uygun bantlama teknikleri uygulanmagtir.
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3.2.2.3. Metafaz plaklarmin bantlanmasi

Direkt ve uzun siireli kiiltiir yontemlerinin uygulanmasi ile elde edilen
preperatlara yaslandirildiktan sonra direkt boyama (solid staining), GTG

bantlama ve C bantlama teknikleri uygulanmstir.
Solid boyama

Elde edilen preperatlardaki mitotik indeksin, metafaz plak kalitesinin ve
sayisal anomalinin olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla her olguya iligkin bir

preperat direkt boyamaya sokulmustur.

96 ml fosfat buffer solusyonu (pH 6.8) icine 4 ml Giemsa boya ilave
edilerek hazirlanmig boya solusyonunda 5 dakika bekletilen preperatlar distile
suda yikanms ve kurutulmustur. Kuruyan preperatlar ksilolden gegirilmis,

entellan kullanilarak lamel yapigtirlmig ve mikroskopta incelenmigtir.

GTG ve Sentromer (C) bantlama

Her iki yontemle elde edilen preperatlar Bagaran (1987) tarafindan modifiye
edilen prosediirlere gére bantlanmiglardir.

3.2.3. Elektron mikroskop analizine hazirhk

Stereomikroskop altinda ayrilan villuslarin igiincii grubu elektron
mikroskobik analizlerde kullanilmgtir.

- Elektron mikroskobu i¢in ayrilan villuslar fiksatif olarak Milloning fosfat
tamponu ile hazirlanmig %4 Glutaraldehit (Cizelge 3.4) icinde tek bigak
darbeleriyle Imm3liik pargalara aynlmiglardir.
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Pargalar icinde yine fiksatif solusyonunun bulundugu siselere aktarilarak
+40Cde 2 saat fikse edilmiglerdir.

Siire sonunda pargalar Milloning tamponu igerisinde bir gece boyunca
+49Cde bekletilerek yikanmuglardur.

Ertesi giin pargalar %1 lik OsOy, ile birbuguk saat muamele edilerek ikinci
kere fikse edilmiglerdir.

Bunu takiben pargalarin yiikselen etanol serilerinden gegirilmesi ile suyu

alinmugtir.

Iki kez propilen oksitten gecirilip esit oranlarda Hazlrlanan
araldit+propilen oksit (1:1) karigiminda bir saat tutulmuslardir. Daha
sonra 3 kisim araldit ve 1 kisim propilen oksit karisiminda 1 saat kadar
rotatorda birakilan parcalar saf araldit icinde bir gece boyunca
bekletilmiglerdir. Ertesi giin parcalar temiz, saf araldit icine gomiilerek iki
giin siire 1le 60°Cde polimerizasyon islemi i¢in inkiibe edilmigler ve
kesime hazir duruma getirilmiglerdir.

Parcalarin kesim iglemi yaklagik 1 hafta sonra gergeklestirilmistir. Bloklar
Reichert ultramikrotomunda (UM2 ve UM3) 6nce 1-1.5u kalinlifinda
kesilerek lam {izerine alinmis ve toluidin mavisi ile boyanip 11k
mikroskop altinda incelenmiglerdir.

Dokuya uyum saglandiktan sonra 400-600 A® kalinlifindaki kesitler
bakir gridler iizerine alinmig, %50lik uranil asetatta, daha sonra da
Reynold's kursun sitrat eriyiginde boyanarak kontrastin arttirilmasi
saglanmgtir.

Preperatlar Carl Zeiss EM9J2 elektron mikroskobunda incelenmigler ve
degisimin gozlendigi alanlarin fotografi ¢ekilmis ve Ilford 9.0x11.5 cm.lik
kartlara basilmagtir.
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Cizelge 3.1.  Transport solusyonunun hazirlanisi

HBSS 100 ml.
Heparin I'ml
Penicillin/Streptomycin I ml

Cizelge 3.2.  Direkt yontemde kullanilan diisiik serum konsantrasyonlu
besiyerinin hazirlanigi

RPMI-1640 100 ml.
Fetal Calf Serum Sml
Penicillin/Streptomycin I ml

Cizelge 3.3.  Uzun siireli kiiltiir yonteminde kullanilan besiyerleri

RPMI-1640 veya Ham’s F-10 80 ml.

Fetal Calf Serum 20 ml.
L-Glutamine 1ml
Penicillin/Streptomycin I'ml
Chang Medium A ve B 100 ml.
L-Glutamine Iml

Penicillin/Streptomycin Iml



Cizelge 3.4.  TEM analizlerinde kullanilan solusyonlar

MILLONING’S BUFFER

Solusyon A

NaH,P04.2H,0, 2.26 gr. + 100 ml. distile su
Solusyon B

NaOH 2.52 gr.+100 ml. distile su
Solusyon C

Glukoz 5.40 gr.+100 ml. distile su
Solusyon D

Solusyon A 41.5 ml.
Solusyon B 8.5 ml.
Buffer

Solusyon C S5ml
Solusyon D 45 ml.

pH 7.3-7.4 arasinda olmalidr.

% 4 LUK GLUTARALDEHIT FIKSATIF SOLUSYONU

0.8 ml. Glutaraldehit + 4.2 ml. buffer
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4. BULGULAR

Ik trimesterde gerceklesen spontan abortuslarda sitogenetik ve elektron
mikroskobik analizleri iceren bu caligma, son menstruasyon tarihine gore
gestasyonun 6 ile 12inci haftalarinda gerceklesen 40 spontan abortus
materyalinde gerceklestirilmis olup daha ©Once her hangi bir abortusu,
olidogumu ya da anomalili cocugu olmayan, saghikli ¢ocuklara sahip olan
ancak sosyoekonomik nedenlerle gebeligi istemeyen, yapilan sitogenetik
incelemelerde normal karyotipe sahip olduklan belirlenen 14 istemli abortus
materyali de aragtirmanin elektron mikroskobik analizleri igin kontrol grubunu
olugtﬁrmugur. Arastirmamizin bulgulan, sitogenetik ve e]ektroh mikroskobik
analizler olmak lizere iki yonden degerlendirildiginden dolayi, iki ana baghk

altinda, Gereg ve Yontemler boliimiinde belirtilen siraya gore verilmigtir.

4.1. Sitogenetik Analizlere iliskin Bulgular

4.1.1. Uygulanan yontemlerin karsilastirilmasi

Gere¢ ve Yontemler boliimiinde belirtildigi gibi, bu ¢aligmanin aragtirma
grubunu olusturan SAB materyallerinde hem direkt hem de uzun siireli kiiltiir
yontemleri birlikte uygulanmigtir. Direkt yontemde villuslar 36 saat 37°C de

kiiltiire edilerek mitotik indeksin ve metafazlarin kalitesinin artmasi saglanmgtir.

Direkt yontem, incelemeye alinan 40 6rnege de uygulanmig ve 38inde (%
95.0) basaril1 sonug¢ alinmistir (Cizelge 4.1). Sonug alinamayan iki drnekten
birinde yeterli diizeyde mitoza rastlanmazken, diger 6rnekte incelenebilecek ve
sonuca varilabilecek diizeyde kaliteli metafaz elde edilememisgtir.
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Direkt yonteme paralel olarak uygulanan uzun siireli kiiltiir yontemi de
uygulanmig ve tiim drneklerde (% 100) basan elde edilmistir. Uzun siireli Kiiltiir
yonteminde Chang, Ham's F-10 ve RPMI-1640 besiyerleri karsilagtirmal1 olarak
kullamlmigtir. Cizelge 4.2 de goriildiigii gibi RPMI-1640 a ekilen 40 6rnekten
31 tanesinde (%77.5), Chang besiyerine ekilen orneklerin 24iinde (% 60.0) ve
Ham's F-10'e ekilen orneklerin de 13iinde (% 32.5) ilk hafta icinde iireme
baglamigtir. Besiyerleri iiremenin yeterli olup sitogenetik degerlendirmenin
yapildig: siire bakimindan karsilagtinldiginda da RPMI-1640 besiyeri kullanilan
kiiltiirlerin % 75 inde ekimin 12inci giiniinde sitogenetik inceleme
yapilabilirken, ayni siire iginde Chang ve Ham's F-10 besiyerlerinin kullanildig:
kiiltiirlerin ancak % 47.5 ve % 7.5 kadan incelemeye alinabilmigtir.

MI ile kullanilan besiyerleri karstlagtinldiginda Cizelge 4.2 de goriildiigi
gibi en yiiksek MI, RPMI-1640 da elde edilirken bunu sirastyla Chang ve Ham's
F-10 vasatlan takip etmektedir.

Uzun siireli kiiltiir yonteminin uygulandig: drneklerin iireme kapasitesi ile
bu 6rneklerin gestasyonel yaslar arasinda bir iligki olup olmadi kiiltiire edilen
orneklerin ¢aligmaya alinma donemleri kargilagtirilarak degerlendirilmigtir. Tiim
SAB o&rnekleri her ii¢ besiyerine de ekildiginden 6rneklerin iireme kapasitesi ile
gestasyonel yasglan arasindaki iligkiye besiyerinin herhangi bir etkisi olmamig ve
en iyi sonucun alindigit RPMI-1640 a iligkin kiiltiirler degerlendirilerek Cizelge
4.1 de 6zetlenmistir. Bulgulara gore, gestasyonun 9uncu haftasina kadar olan
21 abortusun 20 tanesi ekimin 12inci giiniinde incelemeye alinabilirken, 9 ile
12inci haftalar arasinda gerceklesen abortuslarin daha ileri donemlere kadar
tireme bakimindan yeterli diizeye ulagmadiklarn gozlenmistir. Erken gestasyonel
dénemlerde olan abortuslarin iireme kapasitelerinin ¢ok daha fazla oldugu
saptanmugtir.

Abortus materyallerine uygulanan direkt ve kiiltlir yonteminde elde edilen
fetal karyotipler Cizelge 4.3 de 6zetlenmistir. Cizelgede de goriildiigii gibi her
iki yontem de birbirlerini desteklemektedir. Direkt yontemde iki dérnekte sonug
alinamamus, kiiltiir yontemi ile bu orneklerin 47,XY,+16 ve 46,XY karyotipli
olduklan belirlenmistir. Bu drneklerin XY karyotipine sahip olmalann maternal
kontaminasyon olasihgint ortadan kaldirmigtir.
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4.1.2. Kromozom anomali frekansi ve anomali tiplerine iligkin bulgular

Gebeligin 6-12inci haftalar1 arasinda gerceklesen 40 SAB &rneginin
karyotiplenmesi sonucu 13 oOrnekte (%32.5) sayisal ve yapisal kromozom
anomalisi saptanmigtir. Bu anomaliler Cizelge 4.3de belirtildigi gibi bir olguda
47,XY,+16; 3 olguda 47,XX,+21 (Resim 4.1); bir olguda 47,XY,+21 (Resim 4.2);
bir olguda 47,XXY; dort olguda 45,XO (Resim 4.3); iki olguda tetraploidi
(Resim 4.4) ve bir olguda da yapisal kromozom anomalisi (45,XY,t(13/14))
(Resim 4.5) gozlenmistir.

4.1.3. Kromozom anomali frekansi ve gestasyonel yas

Saptanan kromozom anomali tipleri ile gestasyonel yas arasindaki iligki
degerlendirildiginde (Cizelge 4.4) fetuslanin % 52.5 kadarinin ilk 8 hafta i¢inde
abort oldugu ve bunlanin da % 42.8 kadarinin anomalili oldugu saptanmigtir.
Gestasyonun 9 ile 12inci haftalar1 arasinda abort olan fetuslar arasinda % 21
oraninda kromozomal anomalisi saptanmugtir. 1k 8 hafta i¢inde abort olan
fetuslar arasinda gozlenen kromozomal diizensizliklerde ilk siray: trizomi ve
monozomi X diizensizligi almaktadir (Cizelge 4.4). Yapisal kromozom
diizensizligi ise 11 haftalik bir fetusta gdzlenmistir.

4.1.4. Kromozom diizensizlikleri ve maternal yas arasindaki baglantiya
iliskin bulgular

SABlarda gozlenen kromozom diizensizlikleri ile maternal yag arasindaki
iligki ise Cizelge 4.5 de Ozetlenmigtir. 30 yasindan daha kiiciik anneler,
abortusu olan annelerin % 65 kadarni olustururken bunlarin % 53.8 kadarinin
anomalili fetusa sahip oldugu, 30 yasindan biiyiik annelere (% 35) ait fetuslarin

ise % 42.9 kadarinda kromozom anomalisi bulundugu gézlenmistir.

Trizomik abortuslarin 6zellikle 30 yasindan daha biiyiik annelerde

yogunlagtif1 buna karsilik X kromozom monozomisinin gen¢ annelerde
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gozlendigi dikkat c¢ekicidir. Ozellikle 19 yas ve daha kiiciik annelerin

bulundugu grupta % 25 oraninda monozomi X diizensizligi saptanmigtir.

Cizelge 4.6 da gestasyonel ve maternal yag ile fetal karyotiplerin iligkisi
degerlendirilmigtir. Normal karyotipli 27 fetusun ortalama 11.5%2.7 haftalarda
abort oldugu buna karsilik anomalili fetuslarin daha erken dénemde atildiklari
saptanmistir. Bu ¢aligmanin bulgularina gére monozomi X diizensizligi en letal
kromozom anomalisidir. Ortalama olarak gestasyonel dénemin ilk 8 haftas:
icinde atilmaktadir. Bunu tetraploidi takip etmektedir. Trizomik abortuslar ise
ortalama 10uncu hafta dolaylarinda abort olmuglardir. |

Anomalili karyotipler ile maternal yas kargilastinnldiginda, normal karyotipli
fetuslarda ortalama maternal yas 28.4%+1.6 olarak saptanirken anomalili
karyotiplerde artmigtir (31.843.2). Anomalili karyotipler kendi i¢lerinde
kargilagtinildiginda trizomik abortuslarin annelerinde anlamh bir artig (33.5£3.2)
gozlenirken X kromozom monozomisine bagh olarak abort olan fetuslarin
annelerinin daha geng oldugu (24.2+1.9) saptanmgtir ki tetraploidik iki fetusun
annelerinde de aynm1 durumla karsilasilmigtir. Tetraploidik fetuslardaki maternal
yas (27.912.6) hem normal karyotipli (28.4+1.6) hem de anormal karyotipli
(31.843.2) fetuslardaki ortalama maternal yas degerlerinden ¢ok diisiiktiir.

4.1.5. Normal karyotipli fetuslarda cinsiyet oram

Direkt ve uzun siireli kiiltiir yontemleriyle incelenen ve sonuglan birbirini
destekleyen ilk trimester abortus materyallerinde normal karyotip saptanan 27
ornekte 11 erkek ve 16 kiz saptanmistir ve cinsiyet orani (erkek:kiz) 0.69 olarak
hesaplanmigtir. Normal karyotipli kizlarin daha fazla oldugunu gosteren bu oran
yenidogan populasyonundaki 1.06-1.07 lik orandan, CVS ile incelenen normal
birinci trimester gebelikierin 1.17lik oranindan ve koryonik villuslarin direkt
yontemle incelendigi induced abortuslarda gozlenen 1.161ik orandan biiyiik
farkliliklar gostermektedir (Bartels et al. 1990, Zhou et al. 1989).
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Ortalama maternal yas, erkek abortuslarda 28.1+2.8, kiz fetuslarda ise
29.2+1.6 olarak belirlenmistir. Genel olarak erkek abortuslar 11.2+2.3 haftahk
gestasyonel donemde, kiz cinsiyetli abortuslar ise 11.6£1.1 haftalik donemde
abort olmusglardir. Maternal yas, gestasyonel yas ve cinsiyetler arasinda
herhangi bir iligki belirlenememistir.

4.2 Elektron Mikroskop Analizlerine Iliskin Bulgular

Spontan abortusun, kromozomal diizensizlik ile plasental villuslarin
ultrastriiktiirel yapisindaki modifikasyonlarin karsilikli etkilegimlerine baglh
olarak olustuguna yonelik goriisleri degerlendirmek amaciyla ilk trimester SAB
ornekleri TEM ile incelenmistir.

Kromozomal diizensizligin saptandigi SAB ornekleri ile normal karyotipli
spontan ve istemli abortus drnekleri mikrovilluslanin gelisimi, diizeni, sinsisyo ve
sitotrofoblastlarin yapisi, organel igerigi bakimindan degerlendirilerek gruplar
kargilastirilmigtr. ’ |

Sitogenetik analizler boliimiinde belirtildigi gibi 13 abortus drneginde
kromozom diizensizligi saptanmigtir. Bunlarin 6 tanesi trizomi, 4 tanesi
monozomi X, 2 tanesi tetraploidi ve bir tanesi de yapisal kromozom
diizensizligidir.

Trizomik abortuslarda yapilan ultrastriiktiirel incelemelerde, diizensiz bir
mikrovillus geligsimi ile karsilagilmigtir. Cok sayida kisa ve ¢ogunlugu genis olan
bu mikrovilluslarda ileri diizeyde dejenerasyonun oldugu, ¢ok diizensiz bir
dagilim gosterdikleri dikkat cekmistir. Intervilloz bosluga dofru uzanan
uzantilar, bu bolgelerde yogun olan dilate olmug ER ile bazi mikrovilluslarda

hidropik goriintiiniin bulunmas1 mikrovillus dejenerasyonunun en belirgin
ozelliklendir (Resim 4.7).

Trizomik abortuslarda gdzlenen diger bir 6zellik de sinsisyal harabiyetin
belirgin boyutlara ulagmasidir. Serbest yiizeyde fokal nekrozlara sik¢a
rastlanmug, intervilloz boglukta bol miktarda sinsisyal kalint1 gézlenmigtir (Resim
4.7-4.8).
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Uc trizomik abortus o6rneginde birbirine ¢ok benzeyen spesifik
sinsisyotrofoblastlar saptanmigstir. Bu Orneklerde sinsisyotrofoblastlarda bol
miktarda myelin figiirler dikkati ¢cekmektedir (Resim 4.7-4.8). Bu yapilara
normal (Resim 4.6) ve diger anomalili karyotipe sahip Orneklerde
rastlanilmamustir.

Monozomi X 4 ornekte saptanmistir. Bunlarin villuslarinda yapilan
incelemede sinsisyotrofoblast yiizeyinin hemen hemen diiz bir goriiniime sahip
oldugu, mikrovillus sayisinin belirgin bir sekilde azaldigi, mikrovilluslarnn kisa,
genis ve hidropik bir goriinimde olduklar gézlenmistir (Resim 4.9). Bu arada

atipik stromal hiicrelere de rastlanilmig ve bir siniflamaya gidilememistir (Resim
4.10).

Abortus orneklerinin iki tanesinde tetraploidi saptanmig olup, bunlarin
plasental villuslarinda mikrovilluslarin hidropik gidriiniimde ve ¢ok diizensiz bir
dagihm gosterdikleri belirlenmistir. Bunlarin yanisira ara ara fibrin birikimleri ile
fibroz villus stromasi bu kromozom diizensizliginin spesifik ozellikleri olarak
belirlenmigtir (Resim 4.11).

Yapisal kromozom diizensizliginin saptandig1 ornekte normal plasental
goriiniimden farkh bir yapiyla kargilagiimanmusgtir.

Bu ¢aligmada trizomik olgulardaki miyelin figiirler disginda kromozom
diizensizligine 6zgii olan spesifik bir diizensizlik saptanamamugtir. Ancak, biitiin
plasentalarda gozlenen bir ortak diizensizlik villuslardaki sinsisyal dallanmanin
¢ok minimum diizeyde olmas1 ve sinsisyotrofoblastlarin seliiler ylizeyindeki
ozellesmenin yani mikrovillus olugumunun yetersiz olmasi ile kendini belli eden
plasental immatiiritedir. Ozellikle monozomi X gosteren &rneklerde plasental
immatiirite ¢cok belirgindir. Plasental immatiiriteye bagli olarak, inceledigimiz
tiim villuslarin avaskiiler oldugu dikkat ¢ekicidir.
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Resim 4.1. Trizomi 21 gosteren disi metafaz plagi
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Resim 4.2. Trizomi 21 gosteren erkek metafaz plag:
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45X0

Resim 4.3. 45,X0 gosteren fetusa iliskin metafaz plag

Resim 4.4. Tetraploidik bir fetusa iligkin metafaz plagi
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Resim 4.6.Normal kax;yot_ipl_i_ af_fe{usa_iiiéicin villus (x4500)
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Resim 4.8.Trizomik abortus 6rneginde saptanan dejenere mikrovillus ve miyelin

figiirleri ile spesifik sinsisyotrofoblast (x4500)
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Resim 4.9.Monozomi X gosteren bir fetusa iligkin villus yapisi. Sitotrofoblast

yiizeyi diiz goriiniimde, mikrovilluslar ¢ok az sayida ve diizensiz,

stromada atipik hiicreler yogun.
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Resim 4.10. 45,XO karyotipe sahip fetusa iligkin stroma
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Resim 4.11. Tetraploidik bir fetusa iligkin villuslarin ince yapisi. Fibrin birikimi

ile spesifik bir goriiniim.



Cizelge 4.1: Gestasyonel yas ile koryonik villiis hiicrelerinin {ireme kapasitesi arasindaki iligki

Uzun Siireli Kiiltiir Yontemi
Gestasyonel Ab Direkt Yontem : .

Yag Saorl tS‘iS Bagarili ‘ Karyotip Saptama Siiresi (giin)

(Hafta) y Bagarili Toplam
Sayi % MI Sayi % 9-10 11-12 13- 14 15-16

5-6 9 9 100.0 4 9 100.0 4 5 - - 9

7-8 12 12 100.0 11 12 100.0 4 7 1 - 12
9-10 11 10 90.9 8 11 100.0 2 6 2 1 11
11-12 8 7 87.5 4 8 100.0 - 2 3 3 8
Toplam 40 38 95.0 40 100.0 10 20 6 4 40)




Cizelge 4.2: Sportan abortus materyallerinden elde edilen koryonik villiis 6rneklerinin uzun siireli kiiltiiriinde kullanilan besiyerlerinin

kargilagtinlmasi
Kullamlan |~ ———Ureme Baslangici (Giin) (Caligmaya Alinma (Giin)
Besiyeri
4-5 6-7 | 8-9 [10-11|Toplam| 9-10 |11-12|13-14|15-16]17-18|19-20{ 21-t |[Toplam| MI
RPMI - 1640 13 18 6 3 40 10 20 6 4 - - - 40 11
Chang 8 16 9 7 40 6 | 13 10 7 4 - - 40 7
Ham's F-10 4 9 12 15 40 - 3 6 8 10 6 7 40 4
Toplam 25 43 27 15 16 36 22 19 14 6 7

on



Cizelge 4.3: Sitogenetik yonden incelenen SAB orneklerinde saptanan fetal karyotipler

Direkt Yontem Uzun Siireli Kiiltiir Yontemi
Bagarihi - Karyotip | Basarili Karyotip
Say1 % Say1 . Tip Sayi1 | % Say1 Tip
38 95.0 16 46,XX 40 100.0 16 46,XX
10 46,XY 11 46, XY
3 47,XX,+21 1 47,XY,+16
1 47,XY,+21 ' 3 47,XX,+21
1 47,XXY : 1 47,XY,+21
4 45,X0 | 4 45,X0
2 92, XXYY 2 92.XXYY
1 45,XY,t(13/14) ‘ 1 45,XY,t(13/14)




Cizelge 4.4: SAB'lardaki kromozom anomalilerinin frekans ve tipinin gestasyonel yagsa gore dagilimi

Gestasyonel Anomalili Anormal Karyotipli Abortuslar (%)
yas Abortus Sayisi Abortus ———
(Hafta) (%) Trizomi Monozomi Tetraploidi Yapisal Anomali
5-6 9 55.6 333 22.2 0 0
7-8 12 33.3 16.7 8.3 8.3 .0
9-10 11 27.3 9.1 9.1 9.1 0
11-12 8 12.5 .0 .0 0 12.5
Toplam 40 325 46.2 30.8 15.4 7.7

G9



Cizelge 4.5: SAB'larda saptanan kromozom diizensizliklerinin tip ve frekansinin maternal yaga gore dagilimi

Gestasyonel Anomalili Anormal Karyotipli Abortuslar (%)

yas Abortus Sayisi Abortus — : —

(yal) (%) Tnzoml Monozomi x Tetraploidi Yapisal Anomali

<19 4 25.0 .0 25.0 0 0
20-24 13 23.1 .0 15.4 7.7 0
25-29 9 333 11.1 11.1 0 11.1
30-34 7 28.6 14.3 0 14.3 0
35-39 4 50.0 50.0 0 0 0

240 3 66.7 66.7 0 0 0
Toplam 40 32.5 46.2 30.8 15.4 7.7




Cizelge 4.6: Gestasyonel ve maternal yas ile fetal karyotip iligkisi

Yapisal anomali

_ Gestasyonel Maternal
Karyotip Abortus Sayisi yas yas
(hafta) (y1)
Normal 27 11.5+2.7 286+ 1.6
Anomalili 13 8.1+£2.6 318%+32
Trizomi 21 4
Trizomi 16 1 9.6+ 1.8 33.5+£3.2
Seks kromozom trizomisi 1
Monozomi X 4 7.9+20 242+19
Tetraploidi 2 8.2%x1.1 27.9+26
1 12 27

l9



Cizelge 4.7: Normal karyotipli fetuslarda cinsiyet orani

Maternal Gestasyonel
Sayr Cinsiyet yas yas Say1 Oran
(y1l) (hafta)
E 28.1+28 11.2+23 11
27 0.69
K 292+ 1.6 11.6+ 1.1 16

89
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TARTISMA

Ilk trimester spontan abortus 6rneklerine iliskin sitogenetik ve elektron
mikroskobik degerlendirmeler Bulgular béliimiinde izlenen siraya gore
sitogenetik ve elektron mikroskobik analizler olmak iizere iki ana baglik altinda
tartigilacaktir.

5.1. Sitogenetik Analizler
5.1.1. Uygulanan sitogenetik yontemlere iligkin bulgularin tartisiimasi

Koryonik villuslann sitotrofoblast hiicrelerinin yiiksek mitotik aktiviteye
sahip olma 6zelliginden yararlanilarak Simoni et al. (1983) tarafindan gelistirilen
direkt yontem ile ¢ok kisa siirede fetal karyotip saptanabilmekte, hiicrelerin
kiiltiire edilmeleri gerekmediginden maternal ve bakteriyal kontaminasyon riski
minimum olmaktadir. Direkt yontemin bu avantajlarina kargin yeterli ve kaliteli
metafaz elde etme zorlugu nedeniyle fetal karyotipin belirlenememesi bu
yontemin kullanimim simrlamaktadir (7, 54, 94, 108, 109, 119, 128).

Bu caligmada, Cizelge 4.1 de goriildiigii gibi abortus Orneklerine
uygulanan direkt yontemde % 95 basar1 elde edilmis ve fetal karyotipin
saptanmasi icin yeterli diizeyde metafaz incelenmigtir. Bu basan koryonik villus
orneklerinin 36 saat kiiltiire edilmesi ile elde edilmistir. Bu caligmada uygulanan
direkt yontem diger aragtincilar tarafindan da direkt yontemin dezavantajlarini
ortadan kaldirmak i¢in onerilmektedir (50, 108, 109, 110, 112. 128). Ancak,
aragtiricilar orneklerin kiiltiir siiresi ¢in 24-56 saati bildirmektedirler. Ancak
Zahed, Murer-Orlando ve Bobrow (1988)un villuslarda gergeklestirdikleri hiicre
siklus ¢aligmalarinda direkt yontemde mitotik aktivitelerinden yararlanilan
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sitotrofoblastlar hiicrelerinin S fazi ile total siklus siiresinin heterojen olmakla
birlikte diger hiicrelere gore biraz daha uzun oldugunu ve hemen tiim hiicrelerin
36 saat icerisinde bir siklusu tamamladiklanini bildirmiglerdir. Bu nedenle bizim
caliymamizda villus drnekleri 36 saat kiiltiire edilmis ve bagarili sonug alinmugtir.

Cizelge 4.1 de goriildiigii tizere sitotrofoblastlarin mitotik aktivite oranlar
gestasyonun 7 ile 10uncu haftalar arasinda yiiksek diizeyde iken gebeligin ileri
donemlerinde bu oranda azalma gozlenmigtir ki bu bulgumuz Tedde ve Tedde
Piras (1978) ile uygunluk gostermektedir. Arastiricilar sitotrofoblastlarin mitotik
aktivitelerinin gestasyonun 6 ile 10uncu haftalar arasinda arttifini, Quncu
haftada maksimum diizeye ulastifini, daha sonra ise yavas yavag azaldigini
bildirmislerdir. )

Bu caligmada abortus 6rneklerine hem direkt hem de uzun siireli kiiltiir
yontemleri birlikte uygulanmig ve saptanan kromozom kuruluglart bakimindan
yontemler arasinda herhangi bir farkliligin oImadlgl, her iki yontemin birbirini
destekler nitelikte oldugu godzlenmistir. Koryonik villuslarin fetal karyotip
taYininde kullanilmasinda karsilagilan en biiyiik problem yalanci pozitiflik,
yalanci negatiflik ile mozaisizm ve pseudomozaisizm arasindaki farkin
degerlendirilememesidir. Ozellikle direkt yontemin uygulandig1 érneklerde
yalanc1 pozitiflik orani oldukga yiiksektir ve bu yontemin fetusun kromozom
kurulugunu yansitmadig: onesiiriilmektedir (25, 40, 52, 80, 99, 105, 110, 111, 120,
131). Ancak bizim c¢alisma bulgularimizda herhangi bir mozaisizm ve
pseudomozaisizm olasilifina rastlanilmamig ve her iki yontemin bulgulan
birbirlerini desteklemistir.

Yalanci pozitiflik ve negatiflik ile mozaisizme yol agan ve CV drneklerinin
uzun siireli kiiltire edilmesinde kargilagilan en biiyiik problem maternal hiicre
kontaminasyonudur. Bizim ¢aligmamizda fetal villuslarin ayiriminda son derece
hassas davranilmig ve buna bagl olarak da herhangi bir maternal hiicre
kontaminasyon riski ile kargilagilmamugtir.

Desidual hiicrelerin mitotik yeteneklerinin olmamasi direkt yontemde
maternal kontaminasyon riskini azaltmaktadir. Bartels and Hansmann (1990)
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direkt yontemin uygulandl g1 caligmalarinda 208 erkek fetusa iligkin 6,000 den
fazla metafaz incelediklerini ve sadece bir metafazda disi karyotip saptadiklarini
ve bu nedenle direkt yontemde maternal kontaminasyon riskinin hemen hi¢ yok
denebilecek kadar minimum oldugunu bildirmiglerdir. Aynica fetal villus
aymminda c¢ok dikkatli davranilmas: ve maternal hiicre liremesini azaltan diigiik
serum konsantrasyonlu 6zel besiyerlerinin kullanilmasi uzun siireli kiiltirde de
maternal kontaminasyon olasilifin1 azaltmaktadir. Bu caligmada uzun siireli
kiiltiir yonteminden elde edilen metafazlarda da herhangi bir maternal hiicreye
rastlanilmamig olmakla birlikte CVS degerlendirilmelerinde hem direkt hem de
uzun siireli kiiltiir yontemlerinin birlikte kullanilmas: gerekli oldugu
diiglincesindeyiz. Bazi merkezler tek bir ydntemin | uygulanmasini tercih
ederlerken, direkt yontemdeki mozaisizm-pseudomozaisizm, uzun siireli kiiltiir
yonteminde ise maternal kontaminasyon riski bir kag merkezde her iki yontemin
birlikte uygulanmasi zorunluluk olarak degerlendirilmekte, direkt yontemin
uygulanamadi§1 ya da yontemler arasinda farkhliklarin saptandigi durumlarda
maternal ve fetal kromozomlarin floresans polimorfizmi ile kargilagtirilmas:
gerektigini savunmaktadirlar (7, 26, 79, 92, 105).

Cizelge 4.2 de CVS'in uzun siireli kiiltiirlerinde farkl1 besiyerlerinin verimi
degerlendirilmistir. Bulgularimiza gére RPMI-1640 gerek kiiltiirlerdeki ilk
iremenin bagladif1 giin, gerekse kiiltiirlerin ¢aligmaya alinma siiresi diger
besiyerlerine gére daha kisadir. Orneklerin % 77.5 kadarimin kiiltiiriin
baglamasindan maksimum 7 giin sonra tiremeye bagladig1 ve % 75 kadarimin da
12inci giinde preperat haline getirilebilecek diizeye ulagtig1 gozlenmigtir. Bu
siireler Chang ve Ham's F-10 besiyerlerinde uzamaktadir. Chang besiyerinin
kiiltiirlerde maternal hiicrelerin lireme riskini azaltan 6zel bir besiyeri olup tiim
kiiltiirlerde ¢ok bagarilt oldugu ve pek ¢ok merkez tarafindan tercih edildigi
bildirilmektedir (24, 27, 112). Ancak bizim bulgularimiza gére RPMI-1640"1n
koryonik villus drnekleri igin uygun bir besiyeri oldugu, Chang besiyerinin ise
alternatif olarak kullamlabilecegi sonucuna vanlmgtir.

Cizelge 4.1 de uzun siireli kiiltiir yonteminin uygulandig1 émeklerin iireme
kapasitesi ile bu 6rneklerin gestasyonel yaslar1 arasindaki iligki de zetlenmigtir.
Cizelgede de goriildiigi gibi gestasyonun 6 ile Yuncu haftalann arasinda
gercekiesen abortuslanin % 77.5 kadarinda fetal karyotip 14iincii giinde
saptanmigtir. Bu bulgumuz, villus hiicrelerinin mitotik aktivitelerinin 10uncu
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haftaya kadar maksimal diizeyde oldugunu bildiren aragtirmalarla uygunluk
gostermektedir (24, 97, 118).

5.1.2. Kromozom anomali frekansi ve anomali tiplerine iligkin bulgularin
tartigilmasi

Bu ¢alismada gestasyonun 6 ile 12inci haftalar1 arasinda gergeklesen 40
spontan abortus ornegi sitogenetik yonden degerlendirilmis ve anomali
saptanan Orneklerde plasentamin ultrastriiktiirel yapisinda modifikasyonun olup
olmadigr degerlendirilmistir. |

Sitogenetik analizleri yapilan 40 abortus 6rneginin 13 iinde.(% 32.5)
anomalili karyotip saptanmigtir. Bu oran genis ¢apl incelemelerin yapildig:
aragtirmalarda saptanan oranlarla karsilagtinldiginda (Cizelge 5.1) bizim
saptadifimiz anomali insidansinin diigiik oldugu gozlenmektedir. Ancak
Cizelgede de goriildiigii gibi degisik aragtirmalarda saptanan anomali insidansi
% 19 (Andrews et al. 1994) ile % 69.4 (Ohno et al. 1991) arasinda genig bir
spektruvm olusturmakta olup bu ¢aligmada saptanan % 32.5 anomali oram1 bu
genis spektrum icerisinde yerini almigtir.

SABlarda gozlenen anomali oraninin bu kadar genis bir spektruma
dagilmasinda pek ¢ok faktor etkili olmaktadir. Bunlardan biri incelenen abortus
orneklerinin gestasyonel yaslarimn etkisidir. Olidogumlarda sadece % 0.6, ileri
donem SABlarda % 6.5 ile % 11.5 (Warburton 1980, Eiben et al. 1990) arasinda
anomali saptanirken 8-12 haftalik abortuslarda % 25; 2-7 haftalik abortuslarda
ise oranin birden artarak % 66lara ulagtig1 bildirilmektedir (Boue and Boue 1985,
Rehder et al. 1989). Rehder et al (1989) gestasyonun 7 ile 16inci1 haftalar
arasindaki abortuslarda % 58.5 oraninda anomali saptarken, Hassold et al.
(1980a) 24iincii gebelik haftasina kadar olan abortuslan degerlendirmis ve % 46
oraninda anomali belirlemistir. Cizelge 5.1 de de go6zlendigi gibi degisik
gestasyonel donemlerde saptanan anomali oranlar cesitlilik gostermektedir. Bu
caligmada degerlendirilen abortuslann gestasyonel donemlerine uyum saglayan
aragtirmalar kargilagtinldiginda da aym heterojenite ile kargilagiimaktadir (Cizelge
5.2). Hassold et al (1980b) 8 ile 11linci haftalar arasinda % 37.2, Eiben et al.
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(1990) 5 ile 12inci haftalar arasinda % 44.1, Récklein et al. (1990) 6 ile 161nc1
haftalar arasinda % 38.3, Andrews et al. (1984) 5 ile 161inc1 haftalar arasinda %
19, Lin et al. (1985) 6 ile 161nc1 haftalar arasinda % 37.2, Ohno et al. (1991) 6 ile
161nc1 haftalar arasinda % 69.4, Bain et al (1985) 20inci haftaya kadar olan
abortuslarda % 42, Hansmann, Bartels and Schubbe ise 15inci haftaya kadar
olan abortuslarda % 42.6 oraninda kromozom diizensizligi saptamiglardir. Bu
oranlara gore bizim cahgmamizda saptadifimiz % 32.5 diizeyindeki oran ¢ok

biiyiik farklihik gostermemektedir.

SABlarda gozlenen kromozom anomali tip ve insidansim etkileyen diger bir
faktor de maternal yagur. Trizomi 21 ile ileri anne yas1 arasindaki korelasyon
1960lardan beri bilinmektedir (Carr 1971). Abortuslarin sitogenetik yonden
incelenmeye baslamasiyla bu iligkinin yalmz Trizomi 21 i¢in degil, genel olarak
tiim trizomiler i¢in de gecerli oldugu saptanmustir (9, 34, 41, 42, 43, 44, 45, 73, 96,
98, 103, 191).

Ancak trizomi ile ileri anne yas1 arasindaki iligkinin ozellikle kiiciik
kromozom (13-22inci kromozomlar) trizomilerinde ¢ok belirgin oldugu, A, B ve
C grubu trizomilerinde maaternal yas etkisinin daha diigiik oldugu
bildirilmektedir (41, 42, 43, 44, 45, 57). Lin, Brackeler and Jamra (1985) normal
ve anormal karyotipli abortuslarn ortalama maternal yag bakimindan
degerlendirdiginde bir farklilifin olmadigini, ancak trizomik abortuslarda
ortalama maternal yas oraninda anlamli bir artigin oldugunu bildirmislerdir.
Bugiine kadar SAB orneklerinde yapilan incelemelerde en yiiksek oram
saptayan Ohno, Maeda ve Matsunobu (1991) grubu trizomik abortuslar arasinda
maternal yas yoniinden belirgin bir farkliligin bulundugunu ve saptadiklan
yiiksek oramin 6rneklerindeki ileri maternal yas yogunlugundan kaynaklandigim

bildirmiglerdir. Bu bulgu diger aragtirmalarda da saptanmustir (3, 33, 34).

Bu c¢alismada normal karyotipin saptandigi orneklere iligkin ortalama
maternal yas 28.2+1.6, anomalili karyotip saptanan orneklerin ise 29.8%3.2 iken
trizomik abortuslarda 33.513.2 dir. Trizomik abortuslarda maternal yagin anlamh

sekilde arttiga saptanmugtir ki bu bulgumuz literatiirle uyum saglamaktadir.



5.1: SAB'larda saptanan kromozom diizensizliklerinin tip ve frekansi
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detal. 1980 1000 46.3 490 | 242 7.1 43
tal. 1980 402 53.5 586 | 195 33 5.1
ws et al. 1984 154 19.0 483 | 276 3.5 3.5
 al. 1985 2000 42.0 - - - -
1 al. 1985 1498 61.5 537 | 153 6.2 3.8
al. 1985 215 37.2 313 | 188 3.7 7.6
1ann et al. 1986 34 42.6 64.5 7.1 - 16.2
r et al. 1986 100 28.0 32.1 | 214 - -
et al. 1987 140 48.6 66.2 7.4 22.1 44
et al, 1990 750 50.1 621 | 105 9.2 47
r et al. 1989 200 58.5 452 | 103 8.6 1.7
:in et al. 1990 61 59.0 69.4 16.4 13.8 -
-t al. 1991 144 69.4 64.0 7.0 9.0 6.0
<i Cahgma 1992 40 32.5 462 | 308 15.4 7.1
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Cizelge 5.2: Bu caligmaya uygun gestasyonel ddnemlerde
saptanan kromozom diizensizlik insidansi

Literatiir Gest}a(z);onel A?)(i:ln?ﬁ

(hafta) (%)
Hassold et al. 1980 g-11 37.2
Andrews et al. 1984 5-16 19.0
Bain et al. 1985 <20 42.0
Lin et al. 1985 . 6-16 37.2
Hansmann et al. 1986 <15 42.6
Procter et al. 1986 8-27 28.0
Eiben et al. 1987 6-24 48.6
Eiben et al. 1990 5-12 44.1
Rocklein et al. 1990 6-16 38.3
Ohno et al. 1991 6-16 69.4
Simdiki Cahgma 1992 6-12 32.5

SABlarda yapilan sitogenetik analizlerde trizomi ilk siray1r alirken
monozomi X, poliploidi ve yapisal anomaliler degisik siralarda trizomiye takip
etmektedirler. Bu ¢alismada da en ¢ok gozlenen anomali tipi trizomidir (% 46.2).
Bunu monozomi X (% 30.8), tetraploidi (% 15.4) ve yapisal kromozom anomalisi
(%7.7) takip etmektedir. Literatiirdeki anomali tip oranlan ile bu ¢aligmanin
degerleri karsilastinldiginda (Cizelge 5.1) bizim ¢aligmamizda saptadifimiz
Monozomi X orani diger ¢aligmalardaki monozomi X diizensizlik oranlarindan
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yiiksektir. Aragtirma grubunda normal karyotipin gozlendigi 6rneklerde ortalama
maternal yas 28.2+3.2 iken monozomi X'in saptandifi olgularda 26.2+1.9 dur.
Monozomi X'in yiiksek oranda gozlenmesinin aragtirma populasyonundaki geng
annelerden kaynaklandiginmi diisiinmekteyiz. Ciinkii abortuslarda yapilan
incelemelerde monozomi X diizensizliginin saptandig1 6rneklerin anne yaglarinin,
trizomilerdekinin aksine normal populasyona gore daha diisiik oldugu
gozlenmigtir (13, 33, 34, 42, 56, 73, 123). Aym egilim poliploidide de
gozlenmigstir. Bu ¢aligmada triploidik olgulara hic¢ rastlanilmamigtir ki bunun
caligma populasyonunun kiigiik olmasindan kaynaklandigi diigiiniilmektedir.
Buna karsilik literatiirde % 1.7 (Rehder et al. 1989) ile % 7.6 (Lin et al. 1985)
arasinda gozlenen tetraploidi bu calismada % 7.7 oraninda saptanmagtir.
Tetraploidik olgularin maternal yaglarinin da (27.9 % 2.6) normal ve anomalili
karyotipe sahip olgulardan daha diisiik oldugu gozlenmigtir ki bu bulgumuz da
literatiirle uyum i¢indedir (33, 34, 42, 91)

Bu bulgulara dayanarak bu c¢aligmada saptanan kromozom anomali
oranimn (% 32.5) diisiik olmasinda maternal yagin geng olmasimin etkisinin

biiyiik oldugu kamsmdaylz.

Bu caligmada gozlenen trizomik abortuslarda trizomi 21, trizomi 16 ve seks
kromozom trizomisi saptanmistir. Trizomilerin 6zellikle kii¢iik kromozomlarda
gozlenmesi goriisii ile bizim bulgumuz benzerlik gostermekle birlikte abortuslan
degerlendiren diger caligmalar incelendiginde ilk sirayr 22inci kromozom
trizomisi alirken bunu trizomi 16 ve trizomi 21 izlemektedir. Bu ¢alismada ise
trizomi hi¢ gozlenmemis, buna karsilik trizomi 21 4 6rnekte, trizomi 16 ise sadece
bir érnekte saptanmigtir. Trizomi tipleri bakimindan bulgularimiz literatiirden

farklilik gostermektedir.
5.1.3. Normal karyotipli fetuslardaki cinsiyet oranina iliskin bulgularin
tartisiimasi

Direkt ve uzun siireli kiiltiir yontemleriyle incelenen ve sonuglan birbirini

destekleyen ilk trimester abortus orneklerinde normal karyotip saptanan 28
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ornekte genel erkek:kiz oram 0.69 (11:16) olarak belirlenmistir. Normal karyotipli
kizlanin daha fazla oldugunu gosteren bu bulgu maternal hiicre kontaminasyon
olasthgim ortaya ¢ikarmaktadir. Ancak yukan bolimlerde de belirtildigi gibi
orneklerin degerlendirilmesinde direkt yontem uygulandlgl ve kiiltiir
yonteminde elde edilen karyotiplerle paralellik gosterdiginden bu olasilik
ortadan kaldinlmigtir. Bartels and Hansmann (1990) direkt yontemin uygulandigi
caligmalarinda 208 erkek fetusa iligkin 6,000 den fazla metafaz incelediklerini ve
sadece bir metafazda disi karyotip saptadiklarim ve bu nedenle direkt yontemde
maternal kontaminasyon riskinin hemen hi¢ yok denebilecek kadar minimum
oldugunu bildirmislerdir. Aym aragtiricilar 250 SAB'da yaptiklan ¢aligmalarinda
normal karyotipli orneklerdeki cinsiyet orami 0.77 olarak saptamiglar ve
gebeligin erken déneminde normal karyotipli fetuslarin kaybin1 gestasyonun ilk
giinlerinde gerceklesen biyolojik fenomenden kaynaklandigini, X
kromozomlarnin inaktivasyon ya da reaktivasyonu sirasindaki bir diizensizligin
etkenlerden bir olabilecegini bildirmektedirler. Diger aragtiricilarin ¢aligmalarinda
da normal karyotipli disi fetuslann daha fazla oldugu gozlenmistir (33, 34, 42, 73,
91).

5.2. Elektron Mikroskobik Analizlere Iligkin Bulgularin Tartisiimasi

Plasentanin farkli gelisim dénemlerinde villuslarda ortaya ¢ikan morfolojik
modifikasyonlar ile mikrovilluslarin yapisal organizasyonundaki degisimler pek
on aragtiric tarafindan incelenmistir (17, 18, 19, 62, 63, 89, 106, 107). Koryonik
villuslarin say1 ve boylarn artarken caplan kiiciiliir, villus agact devamli
dallanarak stem, intermediate ve terminal villuslar ortaya ¢ikar. Gestasyon
boyunca, plasental villuslarin farkli komponentlerinde de morfolojik
modifikasyonlarla kargilagilir: sitotrofoblastik hiicreler yavag yavas kaybolur,
villus stromasinin kalinlagmasina bagli olarak sinsisyal tabaka incelir. Bazi
aragtiricilar bu modifikasyonlarn plasental yaglanma olarak degerlendirirken, daha
rasyonel olan ¢aligmalar bu degisimleri maturasyon ve farklilagma olarak
yorumlamaktadirlar (8, 29, 89).

Degisik gestasyonel donemlerdeki normal plasenta incelemelerinin yanisira

SAB orneklerinde de histolojik ve ultrastriiktiirel analizler pek ¢ok arastirici
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tarafindan gerceklestirilmektedir (8, 51, 65, 78, 88, 103). Ancak ultrastriiktiirel ve
lic boyutlu plasental villus incelemeleri 6zellikle son yillarda yogunlagmgtur,

Bu c¢aligmada saptanan kromozom diizensizliklerine paralel olarak
yiiriitiilen ultrastriiktiirel incelemelerde normal karyotipli érneklere gore
kromozom anomalili olgularda belirgin bir plasental immatiirite dikkati
cekmektedir. Tiim orneklerin villuslarinda sinsisyal dallanma ¢ok minimum
diizeyde gozlenirken, sinsisyotrofoblastlarin seliiler yiizeyindeki 6zellesmenin
yani mikrovillus olusumunun yetersiz ve/veya diizensiz oldufu genis stem
villuslar saptanmisgtir. Trofoblastik yiizey, maternal kandan metabolit
transportunun yapildig: ilk noktadir. Bu yiizeyin olduk¢a genis ve diizenli
olmas1 transportun yeterli diizeyde yapilabilmesi i¢in sarttir. Ancak
orneklerimizde mikrovilluslarin yetersiz ve dejenere olmasi anne-fetus arasindaki
aligverigin etkili diizeyde yapilmasim engellemigtir. Plasentanin yetersiz olmasi
fetusun gelisimini etkileyerek gelisme geriligine ve daha ileri diizeyde fetal &liime
neden olmaktadir. Orneklerimizde saptadigimiz bu 6zellikler literatiirle uyum
icindedir ( 8, 78, 89, 98, 103).

Kromozom diizensizligine sahip abortus érneklerimizde dzellikle monozomi
X saptananlarda mikrovillus gelisimi son derece yetersizdir (Resim 5) ki bu da
monozomi X gosteren fetuslarin diger anomalili fetuslara gore daha erken

donemde abort olmalarinin nedenini agiklamaktadir.

Plasental immatiirite nedenlerinden biri de sinsisyal dallanmanin yetersiz
olmasidir. Genel olarak tiim kromozom anomalili fetuslarda saptanan yetersiz
sinsisyal dallanma matiir ve terminal villus dallanmasin1 ve dolayisiyla da
arborizasyonu engellemigtir. Orneklerimizde inceledigimiz tiim villuslar

avaskiilerdir ki iki bulgumuz birbirini desteklemektedir.

Maternal sirkiilasyondaki oksijen fetal sirkiilasyona gecerken fetustaki
CO, in maternal kana ge¢mesi plasental villuslar aracilifiyla olmakta ve
sinsisyotrofoblastlarda bulunan karbonik anhidraz enzimi bu reaksiyonu
katalizlemektedir ( Aliakbar, Brown and Nicolaides 1990). Ancak, ozellikle

trizomik olgularda olmak iizere kromozom anomalili tiim orneklerde ileri
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diizeyde sinsisyum dejenerasyonu ile karsilagilmigtir ki bu da karbonik anhidraz
enziminin katalizleme gorevini tam olarak yerine getirememesine ve buna bagh
olarak anne-fetus arasindaki gaz transportunun yetersiz olmasina yol agmig
olabilir.

Bu calismada trizomik abortuslarin bir boliimiinde myelin figiirler
saptanmigtir ki literatlir degerlendirmesinde bu tiir bir yapiya rastlanilmamgtir.
Miyelin figiirler, EM analizlerinde orneklerin glutaraldehit fiksasyonuna baglh
olarak da c¢ikabilmektedir. Ancak tiim drneklere ayni prosediiriin uygulanmasina
kargin bu tiir yapilarin sadece ili¢ Ornekte gozlenmesi anlamli olarak
degerlendirilmis ve bu yapilarin teknik hatadan degil, olgulara iligkin
endokrinolojik ve ultrastriiktiirel 6zelliklerden kaynaklandifisonucuna
varilmigtir. Miyelin figiirler hCG sekresyon diizensizliginin ileri safhasinda ortaya
¢ikar. Myelin figiirlerin saptandig1 olgularda sinsisyotrofoblast dejenerasyonu
ileri diizeydedir. Sinsisyotrofoblastlarda bulunan EGF reseptorleri dejenerasyona
bagli olarak hCG ve hPL sekresyon diizeyini diizenleme gorevini yerine
getirememis olabilir. hCG korpus luteumun dejenere olmasin: engellemektedir.
Ancak yetersiz miktardaki hCG sekresyonu korpus luteumun dejenere olmasina

yol agmis ve buna bagli olarak da abortus gerceklegmistir.

Rocklein et al. (1990) poliploidik abortus &rneklerinde fibrin birikimi ile
fibroz villus stromasinin saptandigim ve bu bulgularin retansiyo ile baglantili
olabilecegini bildirmistir. Bizim tetraploidik iki olgumuzda da trofoblast .
dejenerasyonu ile birlikte seyreden fibrin birikimi gozlenmistir. Honore et al.
(1976), tetraploidik olgularda fokal villéz enfaktim spesifik diizensizlik olarak
bildirmekle birlikte bu ¢alismada bu yapiyla kargilagiimamustir.

Sitogenetik inceleme yapmadan, ultrastriiktiirel yapinin incelenmesiyle
anomalili karyotipin saptamip saptanamayacagi pek ¢ok aragtiric1 tarafindan
degerlendirilmistir. Honore et al. (1976), sadece plasental histolojiyi
degerlendirerek % 80 dogru karyotipik taniya ulagtiklarim bildirmektedirler.
Ancak,dogru karyotipe ulagma basaris1 Muntefering et al. (1987) (Minguillon
1987°den) tarafindan % 67, Minguillon et al. (1987) tarafindan ise % 55 olarak
bildirilmistir. Bunlara kargilik Novak et al. (1988) normal ve anomalili karyotipli
orneklerin histolojik bulgulari arasinda anlamh farkliliklarin olmadigim, Rehder
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ve ark. (1989) da kromozom analizi yapilmadan kromozom diizensizliginin
belirlenmesini saglayacak spesifik morfolojik kriterlerin olmadigini, plasental
morfolojinin kromozom diizensizliginin tipinden ¢ok siddeti ve ortaya ¢ikigina
bagh oldugunu, anormal villus yapisinin anomalili karyotipte gézlenecegi gibi
normal karyotiplerde de bulunabilecegini bildirmiglerdir.

Bu ¢aligmada, aragtirma populasyonunun ¢ok kii¢iik olmasi ve buna bagh
olarak kromozom anomalili 6rnek sayisinin az olmasi, her kromozom
diizensizligine spesifik olan bir diizensizligin kesin olarak belirlenmesini
kisitlamigtir. Bununla birlikte, bulgularimiz ve literatiir dogrultusunda her
kromozom diizensizligine 6zgii ultrastriiktiirel yapinin olmadigini, genel bazi
modifikasyonlarin anormal karyotipli tiim plasentalarda gézlendigini
savunuyoruz. Kromozom diizensizligi, ultrastriiktiirel yap1 ve hormonal denge
faktorlerinin karsilikli etkilesimi ile abortuslarin olustugunu 6ne siirmekle birlikte

bu licliiniin etkilerinin detayh olarak incelenmesi gerektigi goriisiindeyiz.



6. SONUC

Bu caligmada, gestasyonel yaslarn 6 ile 12inci haftalar arasinda olan 40
spontan abortus materyali sitogenetik ve ultrastriiktiirel yap1 bakimindan
incelenmig, sitogenetik analizlerde uygulanilan ydntemler ile kullanilan
besiyerleri, kromozom anomali insidans ve tipleri, elektron mikroskobik
analizlerde ise anomalili karyotip ile ultrastriiktiirel yap1 arasinda bir iligki olup

olmadi@1 degerlendirilerek su sonuglara varlmigtir.

Abortus orneklerinin sitogenetik analizlerinde koryonik villuslara hem
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direkt hem de uzun siireli kiiltiir yontemleri birlikte uygulanmistir. Direkt yontem .

icin gegerli olan yeterli ve kaliteli metafaz elde etme zorlugu villuslarin 36 saat

kiiltiire edilmesi ile ¢oziimlenmis ve 38 drnekte (% 95) basarn elde edilmigtir.

CVS’e uygulanilan ikinci yontem olan uzun siireli kiiltlir yonteminde

Chang, Ham’s F-10 ve RPMI-1640 besiyerleri karsilagtirmali olarak kullanilmig
ve RPMI-1640 besiyerinin kullanildig: kiiltiirlerde hiicreler diger kiiltlirlere gore

daha kisa siire i¢inde tiremeye baglayarak mikroskopta incelenebilecek duruma

gelmiglerdir. Bu bulgular dogrultusunda CVS igin RPMI-1640 1 e verimli

besiyeri oldugu, Chang besiyerinin veriminin daha diisiik olmasindan dolay:

RPMI-1640a alternatif olarak kullanilabilecegi sonucuna varilmstir.

Direkt yontemde mozaisizm-pseudomozaisizm, uzun siireli kultir
yonteminde de maternal hiicre kontaminasyon riski ile karsilagiimamig, her iki
yontemin bulgular birbirini desteklemistir. Bununla beraber, direkt ve uzun
siireli kiiltiir yontemlerinin birlikte kullanilmasi, direkt yontemin uygulanamadigi
durumlarda maternal ve fetal kromozomlarin floresans polimorfizmi bakimindan

degerlendirilmesinin gerekli oldugu sonucuna vanlmgtir.
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Gestasyonun erken donemlerinde gerceklesen abortus drneklerinin ileri
donemlerde gerceklesenlere gore ¢ok daha kisa siirede iiredikleri, mitotik
aktivitelerinin gestasyonun 1Quncu haftasina kadar en yiiksek diizeyde

olduklari, daha sonra yavag yavas azaldiklar1 saptanmigtir.

Gebeligin 6-12inci haftalan arasinda gergeklesen 40 SAB 6rneginin % 32.5
kadarinda kromozom anomalisi saptanmigtir. Kromozom anomali oraninin diger
¢aligmalara gore diisiik olmasinin; arastirma populasyonunundaki gen¢ annelerin

oraninin yiiksek olmasindan kaynaklandig diigiinilmektedir .

Saptanan kromozom diizensizlikleri arasinda trizomik abortuslar ilk siray:
alirken, monozomi X, tetraploidi ve yapisal kromozom anomalisi diger gbzlenen
anomalilerdir. Gestasyonel donem ile anomali tipleri kargilagtinldiginda
monozomi X saptanan Orneklerin daha erken donemlerde abort oldugu, buna
karsilik trizomik fetuslarin en gec atilan 6rnekler oldugu gozlendi. Buna bagh
olarak trizomi 16 ve 21 diizensizliklerinin daha az letal , buna karsilik monozomi

X sayisal anomalisinin letalite oraninin ¢ok yiiksek oldugu sonucuna vanlmigtir.

Maternal yas ile anomali tip iliskilerinde ise trizomik abortuslardaki anne
yasinin normal ve anomalili 6rneklerin anne yaslarindan anlamli diizeyde fazla
oldugu, buna kargihk monozomi Xgosteren orneklerdeki anne yasinin ise en
diisiik ortalamay1 gosterdikleri saptanmigtir. Ayrica, bu ¢alismada monozomi X
oraninin diger aragtirmalara gére daha yiiksek oranda gozlenmesinde aragtirma
populasyonunun geng¢ annelerden olugmasinin etken oldugu kanisina vanlmigtir.
Tetraploidide de ortalama anne yaginin diger oranlara gore daha diisiik oldugu

gOzlenmistir.

Kromozom diizensizligi olan abortus ornekleri ultrastriiktiirel olarak
incelenmig ve belirli kromozom diizensizliklerine spesifik olan ultrastriiktiirel
modifikasyonlarin olup olmadig: degerlendirilmigtir. Incelemeler sonucunda

trizomik Orneklerde ileri derecede mikrovillus ve sinsisyotrofoblast



dejenerasyonunun hakim oldugu, intervilléz boslukta sinsisyal kalintilarn
yogun olarak bulundugu gozlendi ve sinsisyotrofoblast dejenerasyonuna bagl
olarak anne-fetus arasindaki gaz ve metabolit ahigveriginin yetersiz olmasiyla
abortusun oldugu sonucuna varilmistir. Bunun yamisira trizomik abortuslarin
bazilarinin sinsisyotrofoblast hiicrelerinde saptanan miyelin figiir olusumunun da
plasentadaki hormonal dengeyi bozarak korpus luteum dejenerasyonuna ve
buna bagh olarak da abortusa neden oldugu kamsindayiz. Ozellikle monozomi
X olmak iizere diger tiim anormal karyotipli érneklerde mikrovillus sayisindaki

belirgin azalma ve hidropik gériiniim diger ince yap1 diizensizlikleridir.

Tiim kromozom anomalili drnekler diger normal karyotipli orneklerle
ultrastriiktiirel yapr bakimindan karsilastinldi§inda villoz dallanmanin ve
mikrovillus olusumunun anomalili 6rneklerde yetersiz olmasina bagl olarak

ortaya ¢ikan plasental immatiiritenin ortak bir 6zellik oldugu gozlenmistir.

Bu caligmada, arastirma populasyonunun kii¢iik olmas1 ve buna bagh
olarak anomalili karyotipe sahip 6rnek sayisinin yetersiz olmasi, her kromozom
diizensizligine spesifik olabilecek ultrastriiktiirel yapinin belirlenmesini
engellemigtir. Ancak bu arastirmada, abortuslarin anomalili karyotip,
ultrastriiktiirel yapt ve hormonal denge faktorlerinin kargilikli etkilesiminden
kaynaklandigi, her kromozom diizensizligine dzgii olabilecek bir ultrastriiktiirel
yaplnln bulunmadigi, genel olarak tiim anomalili karyotipe sahip fetuslarda
plasental immatiiritenin ortak bir bulgu olabilecegi sonucuna varlmgtir. Bu
incelemelerin devam etmesi ve ti¢ boyutlu villus yapilan ile karyotiplerin birlikte

degerlendirilmesi ile bu konunun aydinhiga kavusacagi kamsindayiz.
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