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PreekLampsiLi OLGULARIN TErM PLASENTALARINDA
ViLLoz TroroBLasT ProLiFERASYONUNUN INCELENMESI

Dr. Giilsim Ozlem ELPEK, Dr. Seyda KARAVELI, Bio. MSc. Nuran KELES

OZET: Preeklampsi ile ilgili gok sayida arastirmalar yapilmis olmasina karsin, plasenta ile iliskili olan bu hastalikta, villz trofoblastlarin proliferatit indekslerinin degerlen-
dirildigi calismalar az sayidadir. Galismamizin amaci, preeklampside termdeki plasentalarda villdz trofoblastlanin proliferasyon indekslerini incelemek ve elde edilen
degerleri normal gebeliklerde elde edilenler ile kargilagtirmaktir. Galismarmiza, 40 preeklampsi ve 10 normal gebelik olgusuna ait toplam 50 plasenta dahil edildi. Pa-
rafine gomiild doku dmeklerinden hazirlanan kesitler Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) ve Ki-67 ile imminohistokimyasal olarak boyand. Her bir kesitte bir
projeksiyon mikroskobunda, x400 biydtmede, PCNA ve Ki-67 pozitif ve negatif villéz trofoblastlar sayildi. PCNA indeksi normal gebeliklerde %27.45+11.90, preek-
lampside ise %46.97+18.47 olarak belirlendi. Ki-67 indeksinin ise normal gebeliklerde %8.13+3.02 oldugu saptanirken, bu degerin preeklampside %39.10£16.51 ol-
dugu gozlendi. Yapilan istatistiksel analizde iki grubun hem PCNA, hem de Ki-67 endeksleri arasindaki farkin anlamh oldugu gérildi (p<0.05). Sonuglanmiz, preek-
lampside villus yiizeyinde ortaya gikan zedelenmeler sonucunda trofoblastlarin onanm hiperplazisine ugradigi gorisini desteklemektedir.

ANAHTAR KELIMELER: Preeklampsi, trofoblast, PCNA, Ki-67, proliferasyon.

SUMMARY: EVALUATION OF VILLOUS TROPHOBLAST PROLIFERATION IN TERM PLACENTAS OF PREECLAMPTIC PATIENTS. Despite the numerous published
studies on preeclampsia, studies evaluating proliferative indices of villous trophoblasts in this disease of the placenta are scarce. Our aim in this study is to evaluate
the proliterative indices of villous trophoblasts in term placentas of preeclamptic patients and to compare obtained data with term placentas of normal pregnancies.
Fifty placentas, fourty from preeclamptic and ten from normal pregnancies were included in this study. Sections from paraffin embedded tissue samples were stained
immunohistochemically with proliferating cell nuclear antigen (PCNA) and Ki-67. In each section by using a projection microscope, at x400 magnification, PCNA and
Ki-67 positive and negative trophoblasts were counted. PCNA index was 27.45411.90% in normal and 46.97+18.47% in preeclamptic placentas. Ki-67 indices were
8.1343.02% and 39.10£16.51% in normal and preeclamptic placentas respectively. In statistical analysis, difference between both PCNA and Ki-67 indices in two gro-
ups were significant (p<0.05). Our results support the opinion that trophoblasts undergo regeneration hyperplasia as a result of injuries arising on villous surface in

preeclampsia.
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GIRIS

Preklampsi klinik olarak gebeligin 2. veya 3. trimestrinde
ortaya ¢gikan, dogumdan sonra gerileyen hipertansiyon, pro-
teinuri, karaciger ve koagllasyon sistemlerinin tutulumu ile
karakterlidir (1,2). Fetusun bulunmadigi molar gebeliklerde
de ortaya cikmasi, dogum sonrasinda bulgularin ortadan
kalkmasi, sendromun plasenta ile iligkili oldugunu destekle-
mektedir. Preeklampsinin etyopatogenezi tam olarak aydin-
latilamamistir. Ancak miiltifaktoryel oldugu disindlmekte ve
nedenini agiklamaya yonelik gesitli hipotezler ortaya atilmak-
tadir (3,4). Son yillarda, plasentadaki trofoblast miktarinin
preeklampsinin olusumunda tetigi ¢eken mekanizmalardan
biri olabilecegi 6ne siriilmesine karsin, bu sendromda villéz
trofoblast proliferasyonunun arastirildigi ¢calismalar az sayi-
dadir (5).

Bu calismanin amaci, preeklampside termdeki plasenta-
larda villéz trofoblastlarin proliferatif endekslerini, proliferas-
yon belirleyicileri olan Ki-67 ve proliferating cell nuclear anti-
gen (PCNA) kullanarak incelemek ve elde edilen degerleri
normal gebeliklerde izlenenen proliferasyon indeksleri ile
karsilastirmaktir.

GEREC VE YONTEM

Calismamiza 1993-1996 yillari arasinda preeklampsi ta-
nisi ile Kadin Hastaliklari ve Dogum Anabilim Dali tarafindan
takip ve tedavi edilen 40 olgu ve normal gebeligi olan 10 ol-
guya ait toplam 50 plasenta dahil edildi. Plasentalarin perife-
rik ve santral bélgelerinden érneklenen ve formalin takibin-
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den gecirilerek parafine gémilen dokulardan hazirlanan he-
matoksilen ve eozin ile boyanmis kesitler 1gik mikroskobun-
da incelenerek izlenen tim histopatolojik bulgular kaydedildi.

Olgulara ait segilmis bloklardan hazirlanan seri kesitler,
krom alumlu lamlara alinarak deparafinize edildi. On dakika
mikrodalga firinda kaynatildiktan sonra streptavidin biotin
peroksidaz yontemi ile Ki-67 (MIB-1, dilisyon: 1/80, Immu-
notech) ve PCNA (PC10, diliisyon: 1/50, Dako) primer anti-
korlari kullanilarak boyandi.

Her bir kesitte, bir projeksiyon mikroskobu yardimiyla,
100’e bolinmis bir test sistemi kullanilarak, sistematik ran-
domize olarak érneklenen alanlarda X400 blylitmede, PCNA
ve Ki-87 pozitif ve negatif olan trofoblastlar sayildi (Resim 1).
PCNA ve Ki-67 indeksleri pozitif hiicrelerin, sayilan total hiic-
re sayisina béliinerek yiizdelenmesi ile hesapland.

Istatistiksel analiz igin Ki-kare ve bagimsiz degiskenler
icin t testi kullanildi.
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Resim 1: Saghkl gebelikte Langhans hiicrelerinde Ki-67 pozitifligi ve

endeksi belirlemede kullamlan test sistemi (MIB-1, zit boyama Harris
hematoksileni x250).
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TABLO 1: PREEKLAMPSi VE KONTROL OLGULARINDA hicrelerin artmig prolife-

Ki-67 ve PCNA ENDEKSLERINE AiT DEGERLER rasyon indeksleri, Hustin

ve arkadaglan (11) tara-

Minimum  Maksimum Ortalamat Medyan SD p Degeri* findan preeklampsili pla-

2 sentalarda timidin kullani-

Ki-67 Endeksi (%) larak yapilan galismalar-

Preeklampsi 16.68 89.28 39.19+2.61 3490  16.51 da gésterilirken, Kalten-

Kontrol 3.98 13.02 8.130.95 7.98 3.02  p<0,0001 bach ve arkadaslan (12)

PCNA Endeksi (%) hiicre proliferasyonunda

Preeklampsi 14.68 86.43 46+972.92 4620  18.47 bir artig saptamamislar-
Kontrol 10.68 44.70 27.45+3.76 27 11.90  p<0,003 dir.

* p degerleri student t testi ile belirlenmistir.
SEM: Ortalamanin standart hatasi
SD: standart sapma

SONUCLAR

Hem Ki-67, hem de PCNA vill6z sitotrofoblastlarin (Lang-
hans hicreleri) nikleuslarinda izlenmekteydi (Resim 2 ve 3).
Sinsisyotrofoblastlarda ise pozitiflik saptanmadi. Villoz tro-
foblastiarda, PCNA indeksi normal gebeliklerde %27.45
+11.90, preeklampside ise %46.97+18.47 olarak belirlendi.
Ki-67 indeksinin ise normal gebeliklerde %8.13+3.02 oldugu
saptanirken, bu degerin preeklampside %39.10+£16.51 oldu-
gu gozlendi (Tablo 1). Yapilan istatistiksel analizde, iki gru-
bun hem PCNA, hem de Ki-67 endeksleri arasindaki farkin
anlamli oldugu gérildi (p<0,05) (Tablo 1).

TARTISMA

Preeklampsi, yetersiz plasentasyon sonucu ortaya gikan
plasental iskemi ile plasentadan salinan faktor veya faktérle-
rin olusturdugu maternal sendrom olarak da degerlendiril-
mektedir (6). Plasentada ortaya cikan enfarktisler, ultrast-
riktirel dizeyde izlenen fokal sinsisyal nekroz ve mikrovillus
kaybi, plasental iskeminin gdstergeleri olarak kabul edilir (4).
Iskemi sonucunda ortaya ¢ikan hipoksinin sinsisyumlarda
olusturdugu zedelenme sonrasi, proliferasyon yetenegi ol-
mayan bu bélgenin rejenerasyonu Langhans hicrelerinde
ortaya cikan hiperplazi ile saglanabilmektedir (7). Bu durum
sadece preeklampsiye 6zgi degildir. Maternal kan akimi ve
oksijen basincinin azaldigi diabetes mellitus, maternal ane-
mi ve hipertansif hastaliklarda da izlenebilir (8). Preeklamp-
side Langhans hiicre sayisinin normal gebeliklerden daha
fazla oldugunu gdésteren morfometrik veriler vardir (9,10). Bu
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Resim 2: Preeklampside Langhans hiicrelerinde izlenen Ki-67 pozitifligi
(MIB-1, zit boyama Harris hematoksileni x400).

Preeklampside immu-
nohistokimyasal yontem-
ler kullanilarak, proliferas-
yon belirleyicileri ile yapi-
lan kantitatif ¢alismalar
ise ok az sayidadir. Ray-
mond ve arkadasglari, preeklampsili olgularda uteroplasental
yatakta, intermediate trofoblastlarda PCNA indekslerinin nor-
mal gebeliklere oranla daha fazla oldugunu izlemislerdir (5).
Ki-67 ve Bromodeoksiiiridin indekslerinin kargilastirildigr bir
calismada preeklampsili olgularda Langhans hicrelerinde
Ki-67 indeksinin preeklampside daha yiiksek oranlarda oldu-
gu izlenmigtir (7). Bizim galigmamizda ise Ki-67 endeksinin
kontrol grubundan yaklagik 3 kat daha fazla oldugu izlenmis,
PCNA endeksinin ise 1.71 kat daha fazla oldugu gorilmis-
tir. Caligmamizda hiicre proliferasyonunun belirlenmesinde
Ki-67 ve PCNA birlikte kullanilmistir ve bilgilerimize gére,
preeklampside bu iki antijenin birlikte kullanildigi bir ¢alisma
yoktur. Serimizde preeklampsili olgularin Ki-67 indeksleri
Arnholdt ve arkadaslarinin galismasinda izlenen Ki-67 indek-
sinden belirgin olarak yiksektir (7). Bu fark ¢alismamiz igin
segilen olgularin gebeligin tek bir trimestrine (term) ait olma-
si ve her iki ¢aligmada kullanilan kantitatif yéntemlerin farkli-
ligindan kaynaklanabilir.

Glndmiizde hem normal hem de patolojik gebeliklerde,
Langhans htcre proliferasyonunu dizenleyen mekanizmalar
bilinmemektedir. Langhans hicreleri, 6nceki inanigin aksine
terme dek devamliliklarimi siirdirirler (8). Ancak gebelik si-
resince Langhans hiicrelerinin sayisinin degisip degismedi-
gine dair sonuglar tartismalidir. Bazi gcaligsmalarda bu hiicre-
lerin sayisinin ilk trimestrde fazla oldugu, terme dogru sayi-
larinin azaldigi saptanmistir (8). Stereolojik yéntemler kulla-
nilarak yapilan dlcimsel galismalarda ise, bu hiicrelerin sa-
yilarinin gebeligin son dénemine kadar sabit bir hizla arttig
gosterilmistir (13). Dolayisiyla, termde Langhans hiicre sayi-

el

Resim 3: Saghkl gebelikte Langhans hiicrelerinde izlenen PCNA
pozitifligi (PC10, zit boyama Harris hematoksileni x400).
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sinda izlenen azalmanin, plasentanin matiirasyon siirecinde
villuslardaki hizli boylime ile hiicrelerin birbirinden ayrilmasi
sonucunda goreceli olarak ortaya ciktigi kabul edilmektedir
(8). Her ne kadar Langhans hiicrelerinin sayisi konusunda
elde edilen sonuglar tartismali olsa da Ki-67 ve PCNA gibi
hiicre proliferasyonunu belirleyen antijenler ile yapilan ¢als-
malarda, ilk trimestrde bu hicrelerin proliferatif indekslerinin
daha fazla oldugu ve gebeligin son dénemlerine dogru azal-
digi izlenmistir (14,15).

Hipoksinin sinsisyum formasyonunu azaltarak, Langhans
hiicre proliferasyonunun diizenlenmesinde en etkili faktor ol-
dugu disinilse de, ginimizde hipoksi disindaki faktérlerin
de Langhans hiicre proliferasyonunda rol oynayabilecegine
dair kanitlar vardir. Sinsisyotrofoblastlanin kendilerinin rete-
medigi fonksiyonel komponentlerine artan ihtiyag ile ortaya ¢i-
kan Langhans hiicre proliferasyonunun, biiyime faktdrleri, te-
naskin, insan koryonik gonadotropini (HCG) ile diizenlenebile-
cegi yoninde sonuglar elde edilmistir (14,16-19). Bu veriler
dikkate alindiginda, preeklampside Langhans hiicre proliferas-
yonunun sadece hipoksi ile iligkili oldugunu disiinmek zordur.

Son yillarda ortaya atilan bir hipoteze gére tim gebelik-
lerde trofoblast miktarina, maternal immin cevabin dogasi-
na ve altta yatan renovaskiiler duyarliliga baglh olarak bir
preeklampsi tehdidinin olabilecegdi, 6zellikle yeterli miktarda
trofoblast antijenlerinin endotel hasari ile sonlanan immin
cevabi tetikleyebilecegi énerilmistir (5). Bu yoni ile artmis
trofoblast miktari, sendromun olusumunda bulgularinin orta-
ya cikisinda énemli olabilir. Preeklampsi ile sonuglanabilen
molar gebeliklerde, trofoblastlarin hem sayilarinin hem de
proliferatif aktivitelerinin normal gebeliklere oranla daha faz-
la izlenmesi bu hipotezi destekleyebilir (15). Ancak preek-
lampside gebeligin terminal déneminde villuslarda Langhans
hiicrelerinde izledigimiz artmis Ki-67 ve PCNA indekslerini
tek bir nedene baglamak mimkin degildir.

Preeklampside izlenen Langhans hiicrelerinin artmis pro-
liferasyon indeksleri, sinsisyal zedelenmeye bagh olarak or-
taya c¢ikan bir rejenerasyon hiperplazisini diigiindiirmektedir.
Ancak proliferasyon belirleyicileri ile birlikte Langhans hiicre
proliferasyonunun diizenlenmesinde rol oynadigi distnilen
HCG, tenaskin ve blyume faktdrlerinin birlikte ele alindigi
calismalarin, bu basit gériindiigi kadar da karmasik olan
olayin aydinlatiimasini saglayabilecegi gériisiindeyiz.
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