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OZET:

Calismada; CD31, hCG ve Estrojene spesifik
reseptorlerin normal gelisimini tamamlamis insan
plasentasindaki lokalizasyonunun arastirtlmasi
amacland.

Materyal ve Metod: 10 adet insan plasentasindan
hazirlanan kesitler; Hematoksilen-Eozin, PAS ve
Masson’'un trikrom boyalari ile boyandi. Avdindan;
HCG(Ab-5)(Lab Vision), CD31(Diagnostic
BioSystems), insan estrojen reseptoriine spesifik
antikorlar(Diagnostic BioSystems) ile indirekt
immunoperoksidaz yontemi kullanilarak isaretlendi.

Bulgular: CD31 ile; fetal kapillerleri doseyen
endotelyal hiicre sitoplazmalart ile; koryon
icerisindeki kapillerler ve diger tiim damarsal yapilart
cevreleyen endotel hiicreleri igaretlendi.
Sinsityotrofoblastlar hCG ile belirgin sekilde boyand.
Villuslar icerisinde; yer yer sitoplazmalart hCG ile
isaretlenmis mezenkimal hiicreler gozlendi. Koryon
icerisinde de sitoplazmasi boyanmis hiicrelere
rastlandi. Estrojene spesifik reseptorlerle;
sinsityotrofoblast sitoplazmalarinda, villuslar icindeki
mezenkimal hiicrelerin bir kisminda, koryon
kesitlerinde bazi bag dokusu icerisindeki hiicrelerin
sitoplazmalarinda isaretlenme mevcuttu.

Tartisma: CD31 ile villuslar icerisinde lokalize
mezenkimal hiicrelerde isaretlenme gozlemleyememiz;
yveni damar olusumunun artik son donem plasentada
stimiile edilmedigini diisiindiirmektedir. hCG ile
boyanmis mezenkimal hiicrelerin varligi bu
hiicrelerin; sinsityotrofoblastlar gibi hCG sentezleyip
salgilayan hiicreler ya da sinsityotrofoblastlara
farklilasma potansiyeline sahip onciil hiicreler
olabilecegi kanmisindayiz. Estrojen reseptoriine spesifik
antikorla; koryon kesitlerinde ve villus i¢ci mezenkimal
hiicrelerde gozlemlenen boyanma;
sinsityotrofoblastlara doniismek iizere programlanmg
hiicreler veya bu reseptirleri tasiyan diger tipteki
hiicreler olabileceklerini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Plasenta, CD31, HCG, Estrojen,
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SUMMARY:

Immunohistochemical Demonstration of CD31,
HCG and Receptors for Estrogene on Normal
Human Placenta at Term Stage

Introduction: The aim of the study was to investigate
the localization of CD31, hCG and the receptors
which are specific for estrogene in normal human
placenta.

Material and Methods: Sections from 10 normal
human placenta were stained with Hematoksilen-
FEozin, PAS ve Masson’s trichrom stain and
immunolabeled with the antibodies specific for
HCG(Ab-5)(Lab Vision), CD31(Diagnostic
BioSystems) and human estrogene
receptors(Diagnostic BioSystems).
RESULTS: Antibodies specific for CD31 were
localised in the fetal capillary endothelial cells’s
cytoplasm and the endothelial cells aroud the different
types of vessels in Chorion. Syncythyotrophoblasts
were immunostained with hCG. There were also
immunolabeling in the cytoplasm of mesenchimal
cells in villi, and in some cells in chorion. Labeling
for the receptors specific for Estrogene were localised
in the cytoplasm of syncythiotrophoblasts, in
mesenchimal cells in villi and the cytoplasm of the
connective tissue cells in chorion.

Conclusions: We conclude that new vessel formation
is not common in villi in term placenta since
immunolabeling with CD31 in mesenchimal cells at
this location were not seen. Mesenchimal cells which
were stained with hCG might be the cells which
synthesize and secrete HCG, like
syncythyotrophoblasts, or they might be primitive
cells which have potential for differentiation into the
cyncythiotrophoblasts. Cells labeled with the estrogene
receptor specific antibodies in mesenchimal cells in
chorion and in villi would be the precursor cells of
syncythiotrophoblasts or other cell types carrying
these type receptors.
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GIRIS

Plasental damarlarin gelisim
mekanizmalarinin agiklanabilmesi i¢in ¢ok
say1da 151k mikroskopik, elektron mikroskopik,
immunohistokimyasal ve deneysel arastirma
yapilmaktadir. Bu konunun tam acikla-
nabilmesi; gerek gebelik sirasinda, gerek tim
doku ve organlarin normal fizyolojik gelisim
stirecinde, gerekse tiimoéral dokularin
gelisiminde yeni damarlarin olusum
mekanizmalar1 konusundaki ¢ok sayida soruya
aciklik getirecektir. Human Koryonik
Gonadotropin(-HCG)’in plasentadan
salgilanmasi1 ve plasental gelisim sirasinda
hiicresel gelisim agisindan 6nemi konusunda
cok sayida arastirma yapilmaktadir. 1997
yilinda Ito ve ark.; kiiltiir ortaminda
sitostrofoblastlarin sinsityotrofoblastlara
farklilagsmas1 esnasinda biyoaktif -HCG
salgilanmasinin arttigini; bunun iyi bir gebelik
stirecinin gostergesi olarak kullanilabilecegini
belirtmislerdir. Al-Lamki ve ark.(1999);
plasental yataktaki dev hiicrelerin -HCG
immunoreaktif oldugunu gostermislerdir.
Kovalevskaya ve ark (2002); koryokarsinoma
benzeri -HCG’nin primer kaynaginin
sitotrofoblastlar oldugunu gostermistir. Barros
ve ark. (2002), normal plasentada -HCG
saptayamazken preeklamptik plasentada
sinsistyotrofoblastlarda yogun boyanma
gostermislerdir. Kayish ve ark. (2003); maternal
immunotoleransin gelisiminde -HCG’nin
onemli rol oynadigini diisinmektedir.
Calismalarinda -HCG’nin hiicre
proliferasyonunu azalttigin1 ve endometrial
hiicrelerde apopitozisi arttirdigini
gostermislerdir. Yoshida(2005), erken gebelik
doneminde plasentadan -HCG salgilanmasini
morfolojik diizeyde gostermistir. CD31 ise;
hiicresel farklilasmada 6nemli bir molekiildiir.
Farkl1 dokularin yani sira plasentada da endotel
hiicrelerinin isaretlenmesinde CD31 e spesifik
antikorlar yillardir kullanilmaktadir (1998,
Pijnenborg). Challier ve ark. hiicre
farklilagmasinin gosterilmesinde énemli olan
CD31’in gebeligin ilk ti¢ aylik doneminde
plasentadaki lokalizasyonunu
arastirmislardir(2001). Sitotrofoblastlarda
isaretlenme gostermislerdir. Calismamizda,
termdeki plasental dokulari yukaridaki
proteinlere spesifik antikorlarin yanisira; insan
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estrojenine spesifik antikorla da isaretlemeyi
amacladik. Plasental fonksiyonlarin
yiriitilmesinde ve anjigenezis siirecinde
estrojenlerin 6nemi bilinmektedir. Nagakawa
ve ark. (2004), estrojene bagimli biliyime
faktorleri olan VEGF ve bFGF’in plasental
gelisimdeki etkisini caligmalarinda
gostermislerdir. Bunun yanisira, plasentanin
estrojeni bagladigi bilinmesine karsilik hiicresel
diizeydeki lokalizasyonu heniiz tam
aciklanamamistir. Bukovsky ve ark. bu
konudaki arastirmalarini iki ayr1 makalede
Ozetlemislerdir(2003).

Ozet olarak, bu ¢alismada normal gelisimini
tamamlamis insan plasentasinda;

(i)Insan endotel hiicrelerinde bulunan CD31’in
lokalizasyonunun arastirilmast,

(i1) -HCG’ nin olgun plasentadaki yerlesiminin
mikroskopik diizeyde gortintiilenmesi,
(iii)insanda farkli dokularda bulunan estrojene
spesifik reseptorlerin plasentadaki varliginin
incelenmesi,

(iv)Tiim bu gozlemlerin karsilastirmali olarak
fonksiyonel ag¢idan yorumlanmasi
amaclanmistir.

MATERYAL VE METOD

Normal gelisim siiresini tamamlamis 10
adet insan plasentasindan alinan doku 6rnekleri
%10’luk formolde fikse edildikten sonra rutin
doku takibi islemlerinden gegirilerek parafine
gdmiildii. 4 mikron kalinliginda hazirlanan
kesitler Hematoksilen-Eozin ile boyanarak on
degerlendirme yapildi. Histokimyasal
incelemeler icin kesitler; PAS ve Masson’un
trikrom boyalar1 ile boyandi. Ayni doku
ornekleri ; -HCG(Ab-5)(Lab Vision),
CD31(Diagnostic BioSystems) ve Insan
estrojen reseptdriine spesifik
antikorlar(Diagnostic BioSystems) ile indirekt
immunoperoksidaz yontemi kullanilarak
isaretlendi. Tiim kesitler; Olympus BXS51 151k
mikroskobunda incelendi.

BULGULAR

Hematoksilen-Eozin boyalar1 ile boyanmis
preparatlarda; normal goriinlimdeki tersiyer
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villuslar ve koryon gozlendi (Resim 1a).
PAS boyasi ile tiim bazal membranlarda belirgin
boyanma mevcuttu (Resim 1b). Masson’un
ticlii boyasi ile; villuslar icerisindeki ve gerekse
koryonda bag dokusu goriintiilendi(Resim 1c).

Resim 1a,b ve ¢: Hematoksilen- Eozin boyalari ile boyanmis
preparatlarda; normal goriiniimdeki tersiyervilluslar ve koryon
gozlendi (1a).Pas boyasi ile tiim bazal membranlarda belirgin
boyanma mevcutlu (1b). Masson’ un ti¢lii boyasi ile, villuslar
icersinde ve koryonda bag dokusu goriintiilendi (1c).

‘;, Trikrom, 2400
AL Y . ol

CILT: 39 YIL : 2008 SAYI: 4

CD31 ile; tiim fetal kapillerlerde endotelyal
hiicre sitoplazmalarinda belirgin boyanma
gozlendi. Koryon igerisinde de kapillerler ve
diger tiim damarsal yapilarin liimenini doseyen
endotel hiicrelerine lokalize isaretlenme dikkati
cekti (Resim 2a,b,c¢).

Resim 2a,b ve c: CD31 ile, tiim fetal kapillerlerde endotelyal
hiicre sitoplazmalarinda belirgin boyanma gozlendi. Koryon
icersinde de kapillerler ve diger tiim damarsal yapilarin limeni
doseyen endotel hiicrelerine lokalize isaretlenme dikkati cekti..
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Ttim villoz yapilarda sinsityotrofoblastlar
-HCQG ile belirgin sekilde boyandi (Resim 3a).
Villuslar igerisinde; yer yer sitoplazmalar1 bu
proteine spesifik antikor ile isaretlenmis
mezenkimal hiicreler dikkati ¢ekiyordu
(Resim3b). Koryon igerisinde de sitoplazmast
boyanmis hiicrelere rastlandi (Resim 3c).

Resim 3a,b ve c: Tiim villoz yapilarda sinsityotrofoblastlar
hCG ile belirgin sekilde boyandi. Villuslar igersinde; yer yer
sitoplazmalar1 hCG ile isaretlenmis mezenkimal hiicreler
dikkati ¢ekiyordu. Koryon igerisinde de sitoplazmasi boyanmig
hiicrelere rastlandi.
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Insan estrojen reseptoriine spesifik antikorlarla
isaretlenen kesitlerde; sinsityotrofoblast
sitoplazmalarinda ve villuslar i¢indeki
mezenkimal hiicrelerin bazilarinin
sitoplazmalarinda boyanma goriildii (Resim
4a ve b). Koryon kesitlerinde de bag dokusu
icerisindeki baz1 hiicrelerin sitoplazmalarinda
isaretlenme mevcuttu.(Resim 4c).

Resim 4a,b ve c: Insan estrojen reseptoriine spestifik
antikorlarla isaretlenen kesitlerde; sinsityotrofoblast
sitoplazmalarinda (a,b,c) ve villuslar i¢indeki mezankimal
hiicrelerin bazilarmnin sitoplazmalarinda boyanma goriildii (b).
Koryon kesitlerinde de bag dokusu icersindeki bazi hiicrelerin
sitoplazmalarinda isaretlenme mevcuttu (c).
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TARTISMA

Hematoksilen-Eozin, PAS ve Masson’un
ticlii boyalart ile; hiicrelerin ve dokunun yapisal
ozellikleri karsilagtirmali olarak incelendi ve
morfolojik degerlendirme yapildi. Calismada;
termdeki plasental sinsityotrofoblastik yapilarin
-HCG ile ¢ok yog un bir sekilde boyanma
gostermis olmalar; fonksiyonel ¢alismalarla bu
hormonu sentezleyip salgiladiklar1 gosterilen
bu hiicrelerin mikroskopik diizeyde de
gosterilmelerini saglayan morfolojik bir kanittir.
Ito ve ark.(1997); sinsityotrofoblasta farklilasma
arttik¢a bu hiicrelerde -HCG oraninin arttigini
bildirmislerdir. Yoshida (2005); erken gebelik
doneminde sekizinci ve dokuzuncu haftalarda
sinsityotrofoblastlada yogun -HCG
lokalizasyonunu gostermistir. Yine Sonoda ve
ark. (2005); bir kiultir ¢aligmasinda
sinsityotrofoblastlar ve makrofajlarin -HCG
reseptorleri icerdigini rapor etmislerdir.
Kovalevskaya ve ark. (2002); plasentanin
farkh gelisim dénemlerinde farkli izoformlardaki
-HCG’nin trofoblastlardaki
immunolokalizasyonunu gostermislerdir. Alti
ila yedinci haftalarda; sitotrofoblastlar
sinsityotrofoblastlara doniistiikge B152 / B109
oraninin azaldigini; sitotrofoblastlarda daha ¢ok
bulunan B152 izoformunun koryokarsinom
benzeri -HCG i¢in primer kaynak oldugunu
bildirmislerdir. Yine ayni yilda Barros ve ark.
(2002); farkli donemlerdeki plasentalarda
sitotrofoblastlarda boyanma gozlemlememisler;
sinsityotrofoblastlarda immunoreaktivite
bildirmislerdir. Arastirmamizda sinsityot-
rofoblastlarin yani sira; -HCG’ye spesifik antikor
ile boyanmis mezenkimal hiicrelerin varligi su
sorular1 akla getirmektedir:(i) Bu hiicreler;
sinsityotrofoblastlar gibi -HCG sentezleyip
salgilayan hiicreler olabilir, (i1)Ya da bu hiicreler
sinsityotrofoblastlara farklilagsma potansiyeline
sahip onciil hiicreler olabilir. Olgunlasmasini
tamamlamis insan plasentasinda CD31’in
lokalizasyonunu tanimlayan ¢alismalar kisitl
sayidadir. Calismamizda; bu proteinin insan
plasentasindaki yerlesimini mikroskopik diizeyde
gosterebilmeyi amagladik. CD31, plazma
membranina lokalize bir proteindir. Damar
olusumunun goriintiilenebilmesi i¢in farkl
dokularda bu proteine spesifik antikorlarla
calisilmaktadir. Tertemiz F (2005) ve ark.;
CD31’in plasentadaki lokalizasyonunu farkl
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tekniklerle aragtirmislar; ve plasentadaki damar
olusumunda apopitozisin 6nemli rol oynadigini,
bu apopitotik hiicrelerde CD31’in lokalize
oldugunu bildirmislerdir. Calismamizda CD31
ile tim endotelyal hiicrelerde isaretlenme
gozlendi. Villuslar igerisinde lokalize
mezenkimal hiicrelerde isaretlenme yoktu. Bu
da; yeni damar olusumunun artik bu yapilarda
stimiile edilmedigini diistindirmektedir.
Estrojene bagimli anjiogenik faktorlerin plasenta
biiytimesindeki 6nemi bildirilmistir (Nagakawa,
2004). Plasentaya estrojenlerin baglandiginin
bilinmesine karsilik; estrojen reseptdrlerinin
hangi hiicrelerde bulundugu ve hiicre icerisinde
nerede lokalize olduguna dair kisitli sayida
arastirma vardir(Bukovsky ve ark. 2003; Luo
ve ark.2006; Al-Bader 2006). Bukovsky ve ark.
plasentada alfa ve beta reseptorlerinin varligini
gostermislerdir(2003). Kiltiirde yaptiklar
caligmalarla alfa reseptoriine spesifik estrojen
reseptorlerini sitot-rofoblastlarda, perisitlerde
ve amniotik fibroblastlarda gostermislerdir. Buna
karsilik; beta reseptoriine spesifik reseptorleri
sadece sinsityotrofoblastlarda
gozlemlemislerdir. Yine bu calismada; beta tipi
estrojen reseptorlerinin hiicre sitoplazmasinda
bulundugu belirtilmistir. Farkli yontemlerle
benzer bir calisma da Luo ve ark. (2006)
tarafindan yapilmistir. RT-PCR ve SP-assay
tekniklerini kullanarak alfa tipi estrojen
reseptorlerinin sitotrofoblast nukleuslarinda,
beta tipi reseptorlerin ise sinsityotrofoblast
sitoplazmasinda bulundugunu bildirmislerdir.
Calismamizda; sinsit-yotrofoblastik hiicrelerin
sitoplazmalarinda estrojen resptoriine spesifik
antikorla boyanma olmasi; kullandigimiz
antikorun beta tipi reseptorlere spesifik
olabilecegini diisiindiirmektedir. Koryon
kesitlerinde ve villus i¢ci mezenkimal hiicrelerde
gozlemledigimiz boyanmis hiicrelerin de;
sinsityotrofoblastlara donlismek iizere
programlanmis hiicrelerden olabilecegi veya
bu reseptorleri tasiyan diger tipteki hiicreler
olabilecegi kanaatindeyiz.

Bu proteinlerin erken donem plasentadaki
yerlesimlerinin benzer ¢calismalarla gosterilerek
son donem plasentadaki yerlesimleriyle
karsilastirilabilmesinin; plasental gelisim ve
yeni damar olusumunu etkileyen faktorler
konusundaki ¢ok sayida soruya cevap
verebilecegini diisiiniiyoruz.
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