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OZET

Tekrarlayan gebelik kaybi olan vakalarda Pentraxin 3 ekspresyon profilinin

belirlenmesi
Dr. Selcan Zeybek

Tekrarlayan gebelik kaybi, klasik olarak birbirini izleyen en az iki ya da daha fazla
klinik tanili gebeligin 20. gebelik haftasindan 6nce spontan sonlanmasi olarak
tanimlanmaktadir. Tekrarlayan gebelik kaybinin bilinen birgok nedeni olsa da,
olgularin yaklasik yarisindan fazlasinda herhangi bir neden saptanamamaktadir.
Son yillarda yapilan c¢alismalar sayesinde, nedeni agiklanamamis tekrarlayan
gebelik kaybi, preeklampsi, intrauterin gelisme geriligi gibi bircok gebelik
komplikasyonunun maternal immun sistemdeki problemler veya anormal feto-
maternal immun iligskiler nedeniyle olustugunun kanitlari her gegen giin artmaktadir.
Ozellikle dogal immun yanitin regllasyonu fetal allograft rejeksiyonunu énlemek igin
onemlidir. Pentraksin 3 (PTX3), dogal immun sistemin sivisal kismini olusturan,
inflamasyonda efektér ve modulatér olarak anahtar rol oynayan akut faz reaktanidir.
PTX3'Un gebelikte amniyotik epitelyum, koryonik mezoderm, trofoblast terminal
villuslari ve plasentanin perivaskiler stromasindan eksprese edildigi, bu nedenle
anne kaninda yuksek duzeyde seyrettigi saptanmistir. Yapilan ¢alismalarda
preeklampsili hastalarda, yetersiz plasentasyona bagli trofoblast olumu ve
inflamatuar ~ faktorlerin ~ saliniminin  gergeklesmesine yanit olarak PTX3
ekspresyonunun arttigi saptanmis ve PTX3’lUn apoptotik hicrelere ve bu hicrelere
bagl olusan bilesenlere baglanarak immunojenitelerini sinirlamaya ve otoimmunite
risklerini azaltmaya c¢alistigi disiniimustir. Son yillarda abortus ve nedeni
aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi ile hicre apoptozisi arasindaki iligkiyi
goOsteren calisma sayisi artmaktadir. TUm bunlardan yola ¢ikarak literatiirde ilk kez
olacak bu calismada, nedeni belirlenemeyen tekrarlayan gebelik kaybi olan
bireylerdeki endometrial ve plasental PTX3 geninin mRNA ve protein dizeyinde
ekspresyonu incelenmesi amaclanmigtir. Nedeni agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kaybir olan bireylerin endometrium ve plasental drneklerindeki PTX3 ekspresyon
duzeyleri, saglikl term plasentalardaki ekspresyon dizeyleriyle karsilastirimis ve
anlamli artig saptanmigtir, ancak bu olgularda, PTX3 ekspresyon dizeyi ile gebelik

kaybi haftasi ve dnceki gebelik kaybi sayisi arasinda iliski bulunamamistir. PTX3,
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bircok hastalikta kanitlanmis ¢ok iyi bir akut faz reaktani olmasi ve nedeni
saptanamayan tekrarlayan gebelik kaybir slrecinde doku dizeyinde
ekspresyonunun belirgin yiksek saptanmis olmasi nedeniyle, tekrarlayan gebelik
kaybindaki otoinflamatuar surecin erken tanisinda ve Klinik sirecin takibinde fayda

saglayacaktir.

Anahtar kelimeler: Tekrarlayan gebelik kaybi, Pentraksin 3, ekspresyon, apoptozis,
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SUMMARY

Determining expression profile of Pentraxin 3 in cases of recurrent pregnancy
loss
Dr. Selcan Zeybek

Recurrent pregnancy loss classically refers to the occurrence of two or more
consecutive losses of clinically recognized pregnancies prior to the 20th week of
gestation. Approximately more than half of all cases will remain unexplained, though
there are various known causes for recurrent miscarriage. The evidence that many
complications of pregnancy such as unexplained recurrent pregnancy loss,
preeclampsia, intrauterine growth retardation have arisen from maternal immune
system problems or abnormal immune feto-maternal relations through the
increasing number of studies in recent years. Especially the innate immune
response of the regulation is important in order to prevent fetal allograft rejection.
Pentraxin 3, constitute the humoral part of the innate immune system, which plays a
key role as an modulator and effector of inflammation and is an acute phase
reactant. It is detected that PTX3 is expressed from amniotic epithelium, chorionic
mesoderm, the terminal villous trophoblast and placenta’s perivascular stroma in the
pregnancy and therefore it is found in high levels in the mother's bloodIn studies in
patients with preeclampsia found that increased PTX3 expression is response to the
release of inflammatory factors and trophoblast death due to inadequate
placentation. Binding to apoptotic cells and to the components stemming from these
cells, PTX3 trys to limit the immunogenicity and reduce the risk of autoimmunity. In
recent years, the researches that show the abortus and unexplained recurrent
pregnancy loss are related with cell apoptosis are increased. Based on these
studies, it is aimed to investigate the expression of endometrial and placental PTX3
gene on the level of mMRNA and protein in individuals with unexplained recurrent
pregnancy loss, to be the first time in the literature. The endometrial and placental
expressions of individuals who have unexplained recurrent pregnancy loss are
compared with healty term placentas expressions and significant increase is
detected. However, in these cases, there is no correlation found between
expression level and the age of pregnancy loss, the number of previous pregnancy
losses, the maternal age. PTX3 will provide a lot of benefits as being used in both

early diagnosis of autoinflammatory process and clinical follow-up process for
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unexplained pregnancy loss. Because PTX3 is not only very well an acute phase
reactant proven in many diseases but also its expression is significantly high in the
process of unexplained pregnancy loss.

Keywords: Recurrent pregnancy loss, Pentraxin 3, expression, apoptosis
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GiRiS

Erken dénem gebelik kaybi, gebeligin en sik gorilen komplikasyonudur (1).
TUum konsepsiyonlarin %30'u implantasyondaki bozukluk ve %30'u biyokimyasal
preklinik kayip olarak klinik tani alamadan kaybedilmektedir. Klinik tani konulduktan
sonra, gebeliklerin yaklasik olarak %12-15'i birinci trimesterin sonuna kadar
kaybedilmekte ve ancak %25'i canli dogum olarak sonuglanabilmektedir (2).
Tekrarlayan gebelik kayiplari ise, tim kadinlarin %1-3'Unu etkileyen endise verici bir
durumdur ve getirdigi psisik, biyolojik ve ekonomik ydnlerle hastalari, etyolojinin
arastiriimasi ve tedavi sirecinde ortaya ¢ikan sorunlarla da hekimleri gucliklerle
karsi kargiya birakabilmektedir (3).

Altta yatan pek ¢ok neden bulunsa da tekrarlayan gebelik kaybi dykisU olan
ve mevcut tetkiklerle degerlendirilen olgularin yaklasik %50'sinde belirgin bir neden
bulunamamaktadir (4) ve higbir tedavi uygulanmamasina ragmen bu olgularin
yaklasik % 70'i daha sonra basaril bir gebelik elde edebilmektedir (5).

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin bilinen nedenleri embriyonik (anormal
embriyonik karyotip) ve maternal olarak (endometrium ve/veya plasental gelisim
etkilenmesi) ikiye ayrilabilir. Maternal defektlerin bilinen nedenleri ise, koagulasyon
bozukluklari, anatomik bozukluklar, otoimmun defektler, endokrin bozukluklardir...

Uterus, implantasyon o©ncesi ve gebelik boyunca birgok immun sistem
modifikasyonlari gecirmekte, bdylece semiallojenik fetus, maternal immun
sistemden korunmaktadir (6). Bu nedenle immun sistem modifikasyonlari, gebelik
olusumu ve devami igin temel kavramlardan birini olugturmaktadir. Bircok gebelik
komplikasyonunun ise maternal immun sistemdeki problemler veya anormal feto-
maternal immun iligkiler nedeniyle olugtugunun kanitlari her gegen gun artmaktadir
.

Hem maternal hem de paternal genleri eksprese eden semiallograft
embriyonun, anne ile basarili bir sekilde bir arada yasabilmesi i¢cin maternal-fetal
ylzeydeki immun lokal adaptasyonunun temelini dogal immun sistem
olusturmaktadir (8). Dogal bagisiklik, yabanciya karsi filogenetik olarak en eski
savunma mekanizmasidir ve ayni zamanda adaptif immun yanitin aktivasyonu ve
oryantasyonunda anahtar rol oynamaktadir. Sivi faz patern tanima molekilleri
(sPRM) ise dogal savunmanin énemli efektérleri ve modulatorleridir (9). Bu grubun

temel proteini olan PTX3 ise farkli ligandlarla etkilesim kapasitesiyle multifonksiyonel



Ozelligi olan ve inflamatuar kosullarda hastaligin giddetiyle korele olarak duzeyinin
hizla ve dramatik olarak artisi nedeniyle iyi bir akut faz reaktani olan bir proteindir.
Ozellikle gebelik sirasinda, uterustaki temel immun mekanizmalardan biri olan
kompleman sistemiyle énemli etkilesimleri olan bir patern tanima molekulidar (10).
Bu calismayla; nedeni acgiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi dykusu olan
endometrial ve plasental 6rneklerdeki PTX3 ekspresyon degisiklikleri arastiriimistir.
PTX3'Un immunitede rol alan birgok ligandla etkilesim 6zelligi sayesinde nedeni
aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi etyolojisinde, otoimmdinitenin roll
belirlenmeye ¢alisiimistir. Dokuya spesifik olarak saptanmis olan PTX3 dlzeyindeki
degisiklikler, bu hasta grubunda sonraki gebeliklerin takibinde ve bu klinik durumun

onlenmesinde 6nemli katki saglayacaktir.



GENEL BILGILER

ABORTUS ve TEKRARLAYAN GEBELIK KAYBI

Tanimlar

Abortus veya duslk, gestasyonun 20. haftasindan &6nce klinik olarak
tanimlanmig gebeligin kaybi olarak tanimlanir (1,2). Diinya Saglik Orgiti (WHO),
agirhgi 500 gram veya daha az olan embriyo veya fetus ve eklerinin tamaminin veya
bir kisminin uterus kavitesi disina atilmasi olarak tanimlamistir (11).

Tekrarlayan gebelik kaybi ise, klasik olarak gestasyonun 20. haftasindan 6nce
klinik tani almis gebeliklerden 3 veya daha fazlasinin kaybi olarak tanimlanir (2). Bu
tanimda ektopik, molar ve biyokimyasal gebeliklerin kaybi yer almaz. Amerika
Ureme Tibbi Dernegi (The American Society for Reproductive Medicine) tekrarlayan
gebelik kaybini, 2 veya daha fazla olan ve ultrason veya histopatolojik
degerlendirmeyle dokimante edilmis gebeligin kaybi olarak tanimlar (12).
Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK), primer ve sekonder olarak ikiye ayrilir: Primer
TGK’nda, 20. gebelik haftasinin 6tesine ulasabilmis bir gebelik yokken, sekonder
TGK’inda ise 20. gebelik haftasindan sonra canli dogum, 6li dogum veya neonatal
olumle sonuglanmis bir gebelik bulunmaktadir. Birgok c¢alismada, primer ve
sekonder TGK'll hastalarda ayrim yapilmamakta ve bu iki durumun benzer

hastaliklar oldugu disudnudlmektedir (13).

Epidemiyoloji

Spontan abortus, gebeligin en sik gorilen komplikasyonudur (1). Olugsan
gebeliklerin  yaklasik  %13-26’si tani alamadan kaybedilmektedir  (14).
Preimplantasyon kayiplar da disunuldiginde fertilize oositlerin yaklasik %50’si
kaybedilir (14). Klinik tani alan gebeliklerde ise 20. gestasyonel haftadan 6nce
spontan abortus insidansi %8-20 arasindadir. Ancak bu oran daha énce ¢ocugu
olan kadinlar arasinda %5’e duser (14, 15). 15. haftadan sonra ise kromozomal ve
yapisal olarak normal fetuslarda spontan abort riski oldukga dusik (%0.6) olmasina
ragmen, bu oran maternal yas, etnisite gibi gesitli faktorlere bagh olarak degisebilir
(16).

Bir kez spontan gebelik kaybi olusma riski %8-20 iken, iki kez ardarda spontan
gebelik kaybi olusma riski %2-3, (¢ kez ard arda spontan gebelik kaybi olusma riski
ise %0,4-1 oranindadir. (17)



Risk Faktorleri

leri anne yasi, artmig parite sayisi, énceki gebeliklerin sonuglari, gebelik

kaybinin oldugu gestasyonel zaman gibi gesitli faktorler bu oranlari etkiler.

1.Maternal yas

Hem normal hem de anormal konseptuslarda, obstetrik hikayeden bagimsiz

olarak spontan kayip riski yasla artmaktadir (18,19)(Tablo1l).

Tablo 1. Yasa gore spontan abortus oranlari (18)

Maternal yas Spontan abortus orani(%)
12-19 13.3

20-24 11.1

25-29 11.9

30-34 15

35-39 24.6

40-44 51

45 ve (st 93.4

Saglikli kadinda artmis maternal yas, spontan disuk igcin en dnemli risk
faktoradur. Bu durum, temel olarak kotu oosit kalitesinden kaynaklanmaktadir. Artan
yagla over rezervinin azalmasina bagh gebelikte overyan steroid hormonlar
azalmaktadir. Otoantikorlarin ve T helper 2 (Th2) sitokinlerin Uretimi gibi immun
parametreler, hem artan yasla direk olarak hem de overyan steroidlerin
sekresyonundaki azalmaya bagli olarak indirekt olarak etkilenerek gebelik kaybi

surecine katkida bulunmaktadir (20).

2. Onceki gebelik kaybi sayisi

Onceki gebelik kaybi sayisi, TGK’'nin en 6nemli prognostik faktorlerinden
birisidir. Abortus sayisi arttikga bir sonraki gebeligin canli dogum ile sonuglanma
olasihgi azalmaktadir. ilk abortusu izleyen bir gebeligin canli dogumla sonuglanma
olasilig1 %80 iken, bu olasilik iki ardisik gebelik kaybindan sonra %70-80, tg¢ ardisik
gebelik kaybindan sonra %50-60, dort ardisik gebelik kaybindan sonra %45, bes
ardisik gebelik kaybindan sonra %41, alti ardisik gebelik kaybndan sonra %13
olmaktadir (21). Etiyolojisi kesin olarak aydinlatlamasa da anne yasi ve anne
yasityla iligkili risk faktorlerinin varligi onceki gebelik kaybi sayisiyla pozitif

korelasyon gostermektedir (22).




3. Canli dogum varhgi

Canli dogum ile biten bir gebelik varliginin, sonraki gebelikte duguk riskini
azalttigr dusunudlmektedir (23). Gebelik haftasinin ilerlemesiyle (6zellikle 3.
trimesterde), plasental kaynakli fetal antijenlerin artan miktarda maternal
sirkllasyona gegisine bagh olarak, paternal antijenlere kargi alloimmunizasyonla
daha uzun sire micadele edilmekte ve bu durumun sonraki gebelikte immunolojik

toleransa fayda sagladigi1 dustinilmektedir (24).

4. Onceki gebelik kayiplarinin zamani

Gestasyonel hafta ilerledikgce spontan gebelik kaybi riski azalmaktadir. Ancak,
Ozellikle bir veya daha fazla 2. trimester gebelik kaybi varli§i sonraki gebelik igin
guclu bir negatif prognostik faktordir (25). Erken TGK olan kadinlarda, takip eden
gebeligin canli dogumla sonug¢lanma olasiigi %70 iken, 16-27. gebelik haftalari
arasinda gerceklesen fetal kaybin varligi rekrens riskini 20 kat arttigi bulunmustur
(23). Gebelik kaybinin gerceklestigi gebelik haftasi, etyolojinin ve tekrarlama riskinin
belirlenmesinde dikkate alinmalidir. Birinci trimester tekrarlayan gebelik kayiplarinin
ise ardisik gebeliklerde, benzer gebelik haftalarinda meydana geldigi saptanmistir
(26).

5. Yasam tarzi faktorleri

Gebelikte kahve, sigara ve alkol tiketimi ile obezite gibi bazi yasam tarzi
faktorlerinin, tekrarlayan gebelik kaybi riskini etkiledigine yonelik c¢alismalar
mevcuttur (27). Yapilan ¢alismalarda doért veya daha fazla fincan kahve tiketiminin,
genel populasyona goére dusuk riskini arttirdidi bildirilmistir (28). Haftada bir kez alkol
kullaniminin bile, disik riskini 2 kat arttirdidi, disik olmadiginda ise fetusta fetal
alkol sendromu agisindan riski arttirdigi bilinmektedir (29). Sigara kullanimi ile ilgili
erken donemdeki dusuk riskini arttigina yonelik kanitlar yoktur. Ancak gec gebelik
komplikasyonlari olan IUGG, preterm dogum ve plasental abrupsiyon sigara igimi ile
iligkili bulunmustur. Doza bagiml olarak sigaradaki nikotin, karbondioksit ve siyanid
gibi ajanlarin, vazokonstriktif ve antimetabolik etkileriyle plasental yetersizlige yol
actigi dusunulmektedir (30). Abortus dahil obeziteyle iliskilendirilen bircok gebelik
komplikasyonu vardir. Yapilan galismalarda viicut kitle indeksi (BMI) 225 kg/m? olan
kadinlar, BMI <25 kg/m? ile karsilastirildiginda diisik oranlarinda anlamli artis
saptanmigtir (31).



6. TGK olan aile bireyleri varligi

Normal parental karyotipi olan TGK’li kadinlarla yapilmis ¢alismalarda, 1. derece
akrabalarinda ve oOzellikle kiz kardeste, anlamli duzeyde TGK oOykusunde artig
saptanmistir. Bunun nedeni olarak ise, gesitli polimorfizmlerin (HLA-G geni ekson
8'deki 14 baz ciftlik insersiyonu gibi) mevcut TGK riskine katkida bulundugu
dagundlmagtur (32).

Etiyoloji

Tekrarlayan gebelik kayiplari heterojen komponentler igeren bir durumdur ve
zemininde birden fazla neden bulunabilir. Bu nedenle multidispliner yaklasim
gerektirir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etyolojisine 1sik tutmasi agisindan birgok
¢alisma yapilmasina ragmen glinimuizde halen gcogunun nedeni bilinememektedir.

Etiyolojide yer alan baglica faktorler ise;

1) Genetik faktorler
2) Anatomik faktorler
3) Endokrin faktorler
4) Koagllasyon sistemine ait patolojiler
5) Enfeksiyoz faktorler
6) Cevresel faktorler
7) immunolojik faktérler olarak siniflandiriimigtir.
Kwak-Kim ve arkadaslarinin 2009 yilindaki yayinlarinda yaptiklari detayli

siniflandirma Tablo 2’de gosterilmigtir (33).

1. Genetik Faktorler

Tdm spontan abortuslarin yaklasik %50’sinin nedenini kromozomal anomaliler
olusturmaktadir (34). Kromozomal anomalilerin ¢cogunu andploidiler olustururken,
yapisal anomaliler ve mozaisizm ise kiglk bir orani olusturmaktadir (35). 2014
yilinda, 2389 duslk materyalinden tek nikleotid polimorfizm (SNP) mikroarray
platformu kullanilarak yapilmis bir ¢alismada, sitogenetik anomali %59 oraninda
saptanmistir. Saptanan bu anomalilerin %85’ini andploidi, %10’unu triploidi, %4’Gn{

ise yapisal anomaliler veya tetraploidiler olusturmaktadir (36).



Tablo 2. Tekrarlayan gebelik kaybi etyolojisinde yer alan faktorler (33)

Etiyoloji

Hastalik

Epidemiyolojik

Hasta yasi
Hastanin Greme Oykusi

Beslenme

Hiperhomosisteinemi
Folat eksikligi
Vitamin B12 eksikligi

Jinekolojik

Servikal yetmezlik

Miyoma uteri

Uteris yapisal bozukluklari (uterin septum, uterus didelphis, bikornuat
uterus)

In utero DES maruziyeti

Primer endometriyal bozukluk (Asherman send, endometriyal fibrozis)

Enfeksiyon

Ureoplasma urealyticum
Myocoplasma hominis
Toxoplasmosis
Cytomegalovirus
Listeria monocytogenes
Parvovirus B19
Klebsiella pneumoniae

Endokrin

Hipertiroidizm

Hipotiroidizm

Diabetes mellitus

Hiperglisemi veinsilin rezistansi
LH hipersekresyonu
Hiperandrojenemi
Hiperprolaktinemi

Polikistik over sendromu

Genetik

Fetus veya dusiik materyaline ait kromozomal anomaliler (dengeli
translokasyonlar, inversiyon)
SYCP3 gen mutasyonu

Oosit mitokondri mutasyonu

ABO uygunsuzlugu

HLA G polimorfizmi

Annexin A5 gen polimorfizmi

Sitokin gen polimorfizmi

TNF alfa gen polimorfizmi

IFN gama gen polimorfizmi

IL-1 beta gen polimorfizmi

IL-1 reseptdr antagonist polimorfizmi
IL-4 gen polimorfizmi

IL-6 gen polimorfizmi

IL-10 gen polimorfizmi

TGF beta gen polimorfizmi

immunolojik
Otoimmun

Antifosfolipid antikor sendromu
Otoimmun tiroiditis

Romatoid artrit

SLE

Sjégren hastalgi

Psoriasis

Colyak hastahgi

Behcet hastaligi

Otoimmun trombositopenik purpura
Otoimmun hemolitik anemi
Miyasentia gravis

Ig M gamopatisi

Alloimmun

Rh uyusmazligi
ABO uyusmazlig

Hematolojik

Trombofili (akkiz ve konjenital)
Homozigot orak hiicreli anemi




Erken abortuslarda, kromozomal anomali daha sik gortlmektedir. Abortus
materyalinde anormal karyotip saptanma orani bos kese gebeliklerinde %90 iken,
gestasyonun 8-11 haftasi arasindaki dusiklerde %50 ve 16-19 haftasi arasinda
olanlarda %30°dur (37). Abortuslarda, kromozomal anomali gdértlme oranlarinin
gebelik trimesterine gore dagiimlari Sekil 1’de gdsterilmigtir (38). Gestasyonel
haftaya gore tekrarlayan gebelik kayiplarindaki kromozom anormallik dagihmi, genel
populasyonda gorilenden farkh degildir (39). Ancak bir kiside gebelik kaybi sayisi
arttik¢a, bu kayiplarin 6ploid olma olasiligi artmaktadir (40).
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Sekil 1. Dusuklerde trimesterlerine gére kromozomal anomali gérilme oranlari (38)

Anoploidiler

Abortuslarda en sik gorulen andploidi trizomiler olup bunlardan da en sik
trizomi 16 gorulmektedir. Bunu sirasiyla 22, 21 ve 15 numarali kromozomlarin
trizomileri izlemektedir (Tablo 3)(41). Trizomilerden sonra monozomi X ve
poliploidiler gelmektedir. En sik gdrilen anomali olan andploidilerin olusma sikligi,
maternal yas arttikga artmaktadir. Yasin artmasiyla, mayotik i§ formasyonu ve
islevini olusturan hiicresel mekanizmalardaki bozukluklar mayotik bdliinmedeki hata
oranini arttirmakta ve daha sonraki yillarda andploid oosit sayisinda artisa neden
olmaktadir. 35 yasindan dénce anéploid oosit sikligi disikken (%10’un altinda), 40
yasinda bu oran %30, 43 yasinda %50 ve 45 yasindan sonra yaklasik %100°dur
(42).



Tablo 3. Klinik tani almis birinci trimester spontan abortuslarda kromozomal anomali
dagihmi (41)

Kromozomal yapi yuzde
Normal karyotip 51.1
Triploidi 6.0
69, XXX 1.7
69,XYY 0.1
69,XXY 4.0
diger 0.2
Tetraploidi 2.6
92, XXX 1.5
92 XXYY 0.55
Diger 0.55
Monozomi X 16.4
Yapisal anormallikler 1.5
Seks kromozom trizomileri 0.2
47 XXX 0.05
47 XXY 0.15
Otozomal monozomi 0.1
Otozomal trizomi 20.4
1.kromozom 0
2.kromozom 1.11
3.kromozom 0.25
4.kromozom 0.54
5.kromozom 0.04
6.kromozom 0.14
7.kromozom 0.79
8.kromozom 0.69
9.kromozom 0.62
10.kromozom 0.26
11.kromozom 0.04
12.kromozom 0.18
13.kromozom 1.07
14 kromozom 0.72
15.kromozom 1.68
16.kromozom 6.17
17 .kromozom 0.18
18. kromozom 1.15
19. kromozom 0.01
20. kromozom 0.61
21. kromozom 2.01
22. kromozom 2.16
Cift trizomi(otozomal+cinsiyet) 0.2
Mozaik trizomi 1.1
Diger anomaliler 0.4
100

Andploidi riski, onceki anoploid dusuk sayisi arttikca artar (43). Bazi
calismalarda, kromozomal anormal abortus varliginda, sonraki gebelikte yine
kromozomal anormallikle iligkili kayip riskinde artig saptanmistir (44, 45). ilk

abortusta andploid veya 6ploid karyotip varliginda, ikinci abortusta anormal karyotip



sikligr sirasiyla %70 ve %20 olarak saptanmistir. Ancak hangi anomalilerin
tekrarlayan gebelik kaybina neden oldugunu belirlemek icin ileri ¢alismaya ihtiyac
duyulmaktadir (46).

Kromozomal yeniden diizenlenmeler

Tekrarlayan gebelik kaybi olan ciftlerin %3-5'inde major kromozomal yeniden
dizenlenme mevcuttur. Genel toplumda ise bu oran %0.7'dir. TGK'lI olgularda
siklikla dengeli translokasyon (%601 resiprokal, %40’1 Robertsonian) ve daha nadir

olarak inversiyon gorulmektedir (47).

Dengeli translokasyonlar erkeklere nazaran kadinlarda daha sik gériimektedir
ve translokasyon maternal orjinliyse gebelik kaybiyla sonuglanmasi daha olasidir
(48).

Gen¢ maternal yas, U¢ veya daha fazla gebelik kaybi hikayesi ve kardes veya
annede tekrarlayan gebelik kaybi varliginda tekrarlayan gebelik kaybi etyolojisinde
anormal parental karyotip olasiligi artmaktadir (49). Aile hikayesinde, 6l dogum
oykusu veya konjenital anomalili canli dogum varli§i da bir risk faktértidir. Bazen
anormal parental karyotip olmasi TGK’nin nedeni olmayabilir. Bu nedenle TGK’li
olgulara multisistematik yaklasarak tam bir degerlendirme yapilmalidir (50).

Diger

Sitokin polimorfizmleri ile tekrarlayan gebelik kayiplari arasinda celigkili
sonuclar mevcuttur. Progesteron reseptér ve HLA-G gen polimorfizmleri, TGK ile
iliskili bulunduysa da, TGK’da rollintin kesinlesmesi igin daha ¢ok calismaya ihtiyag
duyulmaktadir (51).

Gecmiste TGK’h olgularda, dizensiz X-inaktivasyonu gorulme sikhidinin arttigi
dusunulmekteyken son yillarda yapilan ¢alismalarla TGK olan olgular ile dizensiz

X-inaktivasyonu arasinda iliski saptanmamistir (52).

Aciklanamayan TGK'li kadinlarin eslerinin spermlerinde, anormal morfoloji,
kromozom andploidi ve DNA fragmantasyonu sikligi yiksek bulunmustur. Paternal
yasla, sperm andploidi insidansi artmaktadir ve vyasli partnerleri olan geng
kadinlarda gebelik kayip sikhgi, geng¢ partneri olan kadinlardan yuksektir. Dusuk
over rezervi gibi kétl sperm kalitesinin de infertilte ve erken gebelik kaybina neden
olacagi dustnulmektedir. Oosit anodploidisi ile karsilastirildiinda anormal sperm

kromozomlarinin tekrarlayan gebelik kaybindaki dnemi fazla degildir (2).
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2.Anatomik Faktorler

Uterusun anatomik bozukluklari tekrarlayan gebelik kayiplarinin yaninda,
infertilite, erken dodum, anormal prezentasyon gibi koétu reprodiktif sonucglar
dogurmakla birlikte, anormal vajinal kanama gibi jinekolojik bozukluklara da yol
acmaktadir. Kazaniimis ve konjenital uterus anomalileri TGK’larin %10-50’sinden
sorumludur (53).

Anomaliler

Konjenital uterus anomalileri, tim kadinlar arasinda %7 siklikla gorulmekte
iken, TGK’ll kadinlarin ise %10-15’inde mevcuttur (54). Bu durum, konjenital uterus
malformasyonlarinin tekrarlayan gebelik kayiplari Gzerinde kiiglk de olsa bir payinin
olduguna isaret etmektedir. Nedeni ise bozulmus uterus dokusundan veya uterus
septumunda azalmig vaskileriteden kaynaklanan anormal implantasyon, artmig
inflamasyon veya steroid hormonlara sensitivitede azalma oldugu dusdnulmektedir
(55).

Septat uterus, kotl reproduktif sonuglara neden olan bir uterus anomalisidir ve
tekrarlayan gebelik kaybi ile en sik iligkilendirilmis uterus anomalisidir. Tedavisiz
septat uterusu olan kadinlarda fetal survi orani %6-28 iken, bu olgulardaki diguk
orani %60’dan fazladir (56). Septumun uzunlugu arttikga prognoz kétilesmektedir.
Ancak septat uterus anomalisi duzeltilebilen bir patoloji olmasi nedeniyle tedavi

sonrasi prognoz iyidir.

Unikornuat uterusta reproduktif prognoz, septat uterustaki gibi kétudur. Septat
uterusa gore daha nadir gorilmektedir. Uriner sistem ve renal anomaliler daha sik
eslik etmektedir. Bu olgularda tUm gebeliklerin Ugte biri disukle sonuglanmaktadir
(57).

Uterus didelfiste reprodiktif sonuglar, birlesmis iki kornu arasindaki kollateral
kan dolagimi daha iyi oldugundan unikornuat uterustan daha iyidir. Bununla birlikte,
uterin didelfisli kadinlardaki gebeliklerinin %20'si spontan kayipla sonuglanmaktadir
(58).

Ureme yolu anomalilerinin gebelik Gzerine etkilerine iligkin veriler, nispeten
kiguk gbézlemsel calismalarda elde edildigi icin, daha buyik ¢alismalara ihtiyag

duyulmaktadir.
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Leiomyom

Submukoz leiomyomalar, endometrial kaviteye c¢ikintt yaparak normal
implantasyonu engelledigi, myomu o6rten desiduanin endometrial reseptivitesini
azalttigi, artan sitokin tretimiyle dejenerasyona yol actigi dusunulmektedir. Bununla
beraber submukoz myomlarin alinmasinin dusik oranlarini azalttigina dair bulgular
mevcuttur (56). Gebelik kaybi ile intramural veya subser6z myomlar arasindaki iligki

ise acik degildir.
intrauterin Adezyonlar

intrauterin adezyonlarin ana nedeni, gebelik komplikasyonlari nedeniyle
kiretajdir. Uterus duvarinda, granilasyon dokusu olusumu sonucu kavitedeki
parsiyel veya komplet obliterasyonlar, menstruel dizensizliklere, siklik pelvik
agrilara, infertiliteye ya da TGK’ya neden olmaktadir. Gebelik kaybi, fetoplasental
blylimeyi sadlayacak yetersiz endometrium nedeniyle olusmaktadir. Bu hastalarda,
%40-80 oraninda spontan gebelik kaybi, %25 oraninda preterm dodum

gerceklesmekte, adezyolizis sonrasi prognozlarinda diizelme olmaktadir (59).
Bozuk endometrial reseptivite

Ostrojen ve progesteron endometriumu gebelik igin hazirlar. Normal
endometrial reseptivite, embriyonun implantasyonuna, invazyonuna ve plasentanin
gelisimine izin verir. Endometriyal reseptivite defektif oldugunda bu slreg
bozulmustur ve bu durum agiklanamayan infertilite ve TGK ile sonuglanir. Bozuk
endometrial reseptivitenin nedeni ve endometriyal reseptivitenin degerlendiriimesi

icin belirtegler hala tzerine g¢aligilan bir konudur (60).

3.Endokrin Faktorler
TGK etyolojisinin %15-60'inda endokrin faktérler yer alir.
Luteal Faz Defekti

Progesteron, basarih bir implantasyon ve gebeligin devami icin gereklidir. Bu
nedenle bozulmus progesteron uretimi ve etkinligi, gebelik basarisini
etkileyebilmektedir. Korpus luteum fonksiyonundaki bir defekt, bozulmus
progesteron Uretiminin potansiyel nedeni olarak dusunulmektedir, ancak bdyle bir
defektin gercekten var olup olmadigi ve dusukle iligkili olup olmadigi tartismalidir.

Luteal faz defektinin tani ve tedavisine ydnelik heniliz konsensus olusmamistir.
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Serum progesteron konsantrasyonlari, abortus icin prediktif olarak diusindlmezken,
erken dusigl onlemek igin eksojen progesteron verilmesini destekleyen blylk

calismalar yoktur (61).
Diabetes Mellitus

Kotu kontrolli Diabetes Mellitus, erken ve gec¢ gebelik kaybiyla iligkili
bulunmustur. Cesitli calismalarda, erken gebelikteki yiksek hemoglobin Alc
degerleri, abortus ve konjenital malformasyon sikligini arttirdigi gosterilmistir. HoAlc
seviyeleri <%9.3 oldugunda ilk trimester abortus oranlari %12.4 iken, >%14.4
oldugunda ise bu oranin %37.5 oldugu goésterilmistir. Major malformasyon oranlari
ise sirasiyla %3 ve %40 olarak bulunmustur (62). Kétu kontrolli diyabetik kadinlarda
saptanan abortus acgisindan artmis risk, hiperglisemi, maternal vaskiler hastalik ve
olasi immunolojik faktérlere sekonder olduguna inaniimaktadir. Normal veya
normale yakin glisemik kontrol saglandiginda, abortus oranlarinin artmadidi genel
olarak kabul edilen gérustur (63). Polikistik ovaryen kadinlarda géruldigu gibi insulin

rezistansi, gebelik kaybi i¢in bir neden olusturabilmektedir.
Azalmis over rezervi

Aclklanamayan TGK olan bazi kadinlarda gorilen azalmig Ureme
performansi, azalmis over rezervi ile agiklanabilmektedir. Bu kadinlardaki 3. gin
FSH ve estradiol dizeyleri, nedeni bilinen TGK’ll kadinlara gbre daha ¢ok artmis
olarak bulunmustur (64). Yapilan ¢alismalar gdstermistir ki, ileri derecede overyan
folikiler azalma olan kadinlarda, yaslarindan bagimsiz olarak gebelik kayip riski
yuksektir. Normalde 37 yasinda baslayan gebelik kaybi sikhgindaki keskin artis,
over rezervi azaldiginda daha erken baglamaktadir. Artmis FSH konsantrasyonlari
nedeniyle fertilizasyon sonrasi gelisim kusuru gdsteren, kotl kalite oositler meydana
gelmektedir. TGK’lI olgulara overyan testlerin yapilmasi ile hem TGK kaybinin
etyolojisini aydinlatan bilgiler saglanacak hem de sonraki gebeliklerinde yas
nedeniyle prenatal testler igin aday gruba girmeyen kadinlarda fetal andploidi riskini

belirlenecektir (2).
Polikistik Over Sendromu (PCOS)

Polikistik over sendromu olan kadinlarda dusuk orani %20-40 olarak
saptanmistir ve bu oran genel obstetrik populasyondan yuksektir (%10-20) (65). Bu
hastalarda artmis gebelik kaybinin mekanizmasi bilinmemektedir, ancak artmis

serum Luteinizan hormon, testosteron ve androstenedion konsantrasyonlari veya
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insulin rezistansi ile iligkili oldugu dusinidlmektedir. Bu seks hormon anormallikleri,
erken veya gecikmig ovulasyona, kotl endometriyal reseptiviteye veya ovaryen
buyume faktor ve sitokinlerin anormal sentez, sekresyon ve hareketlerine neden

oldugu dusunulmektedir (66).
Tiroid antikorlari ve hastaliklari

Bazi galismalarda étiroid olsalar bile serum tiroid antikorlu (tiroid peroksidaz
veya tiroglobulin) kadinlarda fetal kayip oraninin arttigi, tiroid otoimmunitesinin ayni
zamanda aciklanamayan infertilite ve implantasyon kusuruna yol actigi bildirilse de
bunun mekanizmasi net olmadidi gibi bu calismalara karsit goértste olan c¢alismalar
da mevcuttur. Bununla birlikte kotl kontrollti hipotirodizm veya hipertroidizm ise
infertilite ve gebelik kaybiyla iliskili bulunmustur (67). Bir calismada hipotiroidik
kadinlarda abortus oranlari %31.4 iken, T4 tedavisi verilen ve étiroid olan kadinlarda

bu oran %4 olarak bulunmustur (68) .
4. Koagillasyon Sistemine Ait Patolojiler

Gebelikte protein C seviyelerinde diisme, aktive protein C’ye karsi rezistans,
pihtilasma faktorlerinde artig, fibrinolizde bozulma gibi fizyolojik degisiklikler
sonucunda hiperkoagulabilite durumu meydana gelmektedir. Herediter ve edinilmis
(akkiz) trombofili olarak 2 gruba ayrilan durumlarda ise vendz tromboz riski
artmaktadir (Tablo 4) (69).

Tablo 4. Herediter ve edinilmis (akkiz) trombofili nedenleri

Konjenital Trombofili Akkiz Trombofili

Malignite
Faktor V Leiden mutasyonu Santral vendz katater varligi
Protrombin gen mutasyonu Cerrahi (6zellikle ortopedi)
Protein S eksikligi Travma
Protein C eksikligi ilaglar
Antitrombin eksikligi immobilizasyon
Disfibrinojenemi Konjestif yetmezlik
Hiperhomosisteinemi Antifosfolipid antikor sendromu

Miyeloproliferatif hastaliklar
Polisitemi vera

Esansiyel trombositemi

Paroksismal noktiirnal hemoglobiniri
inflamatuar barsak hastaliklari
Nefrotik sendrom

Her iki trombofili seklinin de gebelik komplikasyonlarindaki patofizyolojileri
benzerdir. Plasentadaki intervilldz alaninin ve spiral arterlerin trombozu, yetersiz

plasental perfizyona yol acar. Uteroplasental sirkllasyonda ortaya c¢ikan bu
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perfuzyon azligi, ge¢ fetal kayip, IUGG, plasental abrupsiyon veya preeklampsiye
neden olabilmektedir. ilk trimesterde olusan maternal trombofili ve TGK arasindaki
iliski Uzerine ¢ok sayida caligma olmasina ragmen iligki acik degildir (69). Prospektif
calismalarda, erken veya gec fetal kayip ile trombofili arasinda iliski bulunmazken,
vaka-kontrol ve retrospektif calismalarda ise O&zellikle ge¢ fetal kayipla iligki

bulunmustur.

Faktor V Leiden ve Protrombin gen mutasyonu, protein C, S ve antitrombin
Il eksikligi, ge¢ fetal kayipla iligskilendirilen konjenital trombofili nedenleridir.
Homosistein dizeyleri, TGK olgularinda ylksek saptandigi halde, bu yolakta yer
alan MTHFR polimorfizmleri ile TGK iligkisine yonelik kesin bilgiler yoktur. Bu
konuda farkli sonugclar bildiren galigmalar mevcuttur (70,71). Faktor Xl eksikliginin
TGK riskini arttirdigi dusunulmekteyken (72), plazminojen aktivator inhibitor-1
4G/5G polimorfizmi, artmis plazminojen aktivatér inhibitor aktivitesi, faktor XIl C46T
polimorfizmi veya faktor Xl polimorfizmleri tek basina direkt TGK nedeni olarak

dusunulmemektedir.

Maternal trombofili varligi, erken gebelik kaybinin nedeni olmaktan ¢ok
koruyucu oldugu disunulmektedir. Clnkl erken gebelikte, normalde disik oksijen
cevresi ve uteroplasental sirkilasyonda dusik doppler akimi vardir ve bu durum,
hicre proliferasyonunu ve damarlanmayl artirarak  plasental gelisimi
indiklemektedir. Bu nedenle, erken gebelik kayiplariyla maternal trombofili

arasindaki iligki, ge¢ gebelik kayiplariyla iliskisi kadar net degildir (73, 74).

5. Enfeksiy6z Faktorler

Listeria  monocytogenes, toxoplasma gondii, cytomegalovirus, ve primer
genital herpes gibi enfeksiy6z etkenlerin sporadik gebelik kaybina neden oldugu

bilinmektedir ancak higbir enfeksiy6z ajan ile TGK iligkisi ispatlanamamistir.

Maternal-fetal yUzin enfeksiyonu direkt olarak trofoblastlar, desidual
stromayl veya koryoamniyotik membranlari aktive ederek proinflamatuar ve
proapoptotik yanit olusturdugu, bdylece desidual immuan hiicrelerin normal dagilim
ve fonksiyonlarini bozdugu distntlmektedir. Buna bagh Uretilen toksik metabolik
drunlerin verdigi hasar ve fetusun kendi enfeksiyonu ile abortus gergeklesmektedir.

Etyolojide yer aldigi disinilen mikroorganizmalar sunlardir (75):
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Bakteriler; Listeria monositogenez, Chlamidya Trachomatis, Ureoplasma
urealiticum, M.hominins, G.vajinalis , Brusella

Viruslar; CMV, HSV, HIV, Parvovirus Rubella

Parazitler; Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum

Spiroketler; Trepanema pallidum

6. Cevresel Faktorler

Nitrit oksit gibi anestezik gazlar, arsenik, anilin iceren boyalar, benzen, etilen
oksit, formaldehit, tarim ilaglari, kursun, civa ve kadmiyum sporadik spontan gebelik

kaybiyla iliskili bulunmustur (76).

7. Immunolojik Faktérler

Normal gebelik sirecinin her adiminda, immun aracih olasi bir iligki
gOsterilmistir. Buna bagl olarak hem alloimmun hem de otoimmun mekanizmalarin
tekrarlayan gebelik kaybi etyolojisinde yer aldiklari bildiriimektedir. Bir annenin
semiallojenik konseptusunun tolerasyonuna izin veren mekanizmalarin tam olarak
aydinlatilamamasi nedeniyle, Greme sorunlari oldugunda immunolojik faktorlerin

rolinu degerlendirmek zordur (77).

Otoimmun bozukluklarda 6ézel bir immun yanit olusmaktadir. Sistemik lupus
eritematozis ve antifosfolipit sendromu gibi otoimmun hastaliklar tekrarlayan gebelik
kayiplari ile iligkili, tani ve tedavisi olan immunolojik bozukluklardir. Alloimmun
bozukluklarda ise fetal veya plasental antijenlere kargi anormal maternal immun
yanit olusmaktadir. Bu yanitlar, maternal sitotoksik antikor, maternal bloker
antikorlarin yoklugu, naturel killer hiicre fonksiyon ve dagilimlarindaki anormallikler

seklinde dzetlenebilinir.
Otoimmun Bozukluklar

Cesitli otoimmun hastaliklar kotl obstetrik prognozla iliskilendirilmis olsa da
sadece antifosfolipid sendromunda (AFS), gebelik kaybi varligi hastalik tanisi igin bir
kriterdir. Klinik tani kriterlerini, tromboembolik olaylar ( arteryel, vendz veya kicuk
damarlar) ve gebelik kaybi varldi ( 10 haftadan kicik ve 3 veya daha fazla kayiplar,
10. haftadan sonraki fetal 6lim, ciddi preeklampsi veya plasental yetersizlik nedeni

ile 34. haftadan kiuctk premattr dogum) icerir.
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AFS ve antifosfolipit antikoru olan kadinlar, TGK disinda preeklampsi,
plasental yetmezlik ve IUGG agisindan da blytik risk altindadirlar. TGK’li olgularin
ise % 5-15’inde AFS vardir (78).

AFS’de 1.trimester sonrasi gorilen gebelik komplikasyonlarinin etyolojisinde
tromboza bagli uteroplasental yetmezlik ana neden iken, 1. trimesterde gelisen
gebelik kayiplari, trombozla tek bagina agiklanamamaktadir. in vivo hayvan
¢alismalarinda, antifosfolipid antikorlarin trofoblast ve desiduayi hedef alarak lokal
ve sistemik timor nekrozis faktor alfa (TNF-alfa) artisina ve desiduada kompleman
C3 Dirikimine neden oldugu, doku faktorinin ekspresyonunu ve notrofilik
infiltrasyonu tetikledigi gosterilmistir (79). Ayrica kompleman yolaginin veya doku
faktoriintin blokaji saglandiginda, antifosfolipid antikor aracili gebelik kaybinin ve

iligkili inflamasyonunun 6nlendigi gésterilmistir (80).

Bdylece AFS’deki erken gebelik kaybinin nedeninin, maternal-fetal yuzdeki
trombozdan ziyade buradaki inflamasyona bagh oldugu distnulmagstir. Birinci
trimester insan trofoblastlari kullanilarak yapilan c¢alismalarda, antifosfolipid
antikorun Toll like reseptor 4 sinyal yolaklar aracihgi ile inflamatuvar cevabi
tetikledigi, trofoblastin gé¢ etme yetenegini inhibe ettigi ve hiicrelerin anjiogenik
faktor Gretimini degistirdigi gosterilmigtir (81). Ozetle, antifosfolipid antikor direkt
olarak trofoblast fonksiyonunu degistirip plasental inflamasyonu indikleyerek ve
maternal-fetal ylzde dogal immun vyolaklar yoluyla immun hicre profilini

degistirerek, erken gebelikte abortusa neden olmaktadir.

Sistemik lupus eritematozis de gebelik kayiplariyla iligkili otoimmun bir
hastaliktir. Cesitli calismalardan elde edilen verilerde, kayip riskinin yaklasik %17-45

oldugu belirtiimektedir ve bu kayiplar 2. ve 3. trimesterde olmaktadir (82).

SLE’li olgularda, hipertansiyon, aktif lupus veya lupus nefriti olanlar ile
hipokomplemantemi, trombositopeni, artmis anti-DNA ve antifosfolipit antikorlari
olanlarda gebelik kaybinda artmis risk bulunmustur (83). SLE’deki fetal 6limlerin
¢ogu ozellikle antifosfolipit antikorlarla iligkili bulunmustur. Bu antikorlarin varligi fetal

distres ve 6lumde en duyarli belirte¢ olarak kabul edilmektedir (83).

SLE’ de gorilen anti-DNA antikorlarin, implantasyon igin kritik bir molekul
olan laminin ile gapraz reaksiyon vermesi nedeniyle gebelik kaybini arttirdigi
dusunilmektedir (84).
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Alloimmun Bozukluklar

Gebe bir kadinda maternal-fetal ylizeyde immun sistemin lokal adaptasyonu
sayesinde anne ile hem maternal hem de paternal genleri eksprese eden
semiallograft basarili bir sekilde bir arada yasayabilmektedir (85). Semiallojenik
konseptusun basarili implantasyonu igin uterus programlanmasina, hem paternal
antijenler iceren, hem de PGE2 ve TGF beta gibi immunomodulatuarlari iceren
semenle karsilagsmayla baslandigi dusundlmektedir (86). Sonrasinda implante
blastokistin saglam ve fetusa donlsmek icin yeterli oldugu varsayilirsa, embriyo
cesitli mekanizmalar yoluyla trofoblastlarla tamamen korunmaktadir. Maternal-fetal
ylzeyde anormallik oldugunda ise graft rejeksiyonuna benzer bir mekanizmayla

gebelik kaybi gerceklesecektir.

Normal gebelik sirecinde plasentada, sitotoksik adaptif immun yanit
azalmaktayken veya tamamen kaybolurken, dizenleyici adaptif immun yanit
artmaktadir (87). Dogal bagisik yanit ise infeksiyona karsi konak savunmasini
saglamaya devam etmek ve basarili plasentasyon ve fetal dokularla iletisim igin

bozulmadan kalir (88).

immun hiicreler

Embriyoya kargi maternal immunolojik cevapta ilk géze carpan degisiklik
endometriyal natural killer (NK) htcrelerin, desidual NK hiicrelere(CD56'CD16°)
donmesidir. Fetal trofoblast hicrelerin invazyonu ile desiduadaki immun hicre
populasyonu, desidual NK hcreler, (%70), makrofajlar (%20) ve dendritik hiicreler
(%2) sekline doénusmektedir (89). Desidual NK hicreleri, sitotoksiteleri azalmis
hicrelerdir. Desidual NK hucrelerin trofoblast ¢ekimi ve invazyonunu sagladidi,
plasenta ve trofoblast biuyumesini reglle ettigi, desidual ve plasental anjiogenezise
yardim ettigi ve lokal immunmodulasyonu sagladigi dugsunulmektedir (88,89).
Desidual NK hucre sayi ve aktivitelerindeki degisiklikler, immunolojik infertilite,
tekrarlayan spontan gebelik kaybi ve preeklampsi gibi gebelik komplikasyonlarinda
rol oynadi§i dusundimektedir. Bu nedenle, fertilite ve abortus tedavisinde, NK

hucreleri hedefleyen calismalar yapiimaktadir (90).

Uterusta ¢ogu regulatuar olan T (Treg) hicre populasyonu genigler (tum
hiicrelerin yaklasik %10-20). CD4'CD25" regulatuar T hicrelerin, normal gebe
kadinin desiduasindaki varliklari ve artisi, hem alloantijen bagimli ve hem de
bagimsiz yollarla tetiklendigi disinilmektedir. Bu fetal spesifik Treg hicreler

dogumdan sonra da kalir ve sonraki gebelikte hizla tekrar cogalir (91). Bu hiicrelerin
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segici Oldirme iglevi nedeniyle, embriyoya karsi daha az immun vyaniti
saglamaktadir. Normal gebelere kiyasla preeklampsili kadinlarda, hem periferik
kanda hem de desiduada, daha az Treg hicreleri gériimus ve fetusa kargi maternal

toleransta Treg hicrelerin bir roll oldugunu disindimustar (92).

CD4/CD8 gama delta T lenfositleri ise gebe uterusunda tanimlanmis ancak
rolleri agiklanamamistir. immunsupresif etkili gama delta T hiicrelerin, maternal-fetal
yuzd immun yanittan koruyabilmek icin maternal immun sistemi regule ettigi
dusindlmektedir (93) Gebelikte ayni zamanda, 1L-17 lreten CD4" T hiicreleri (Th17)
tanimlanmistir. Th17 sayisinda ve/veya Th17’nin Treg’e oraninda degisme spontan
abortus, preeklamsi ve preterm dogum gibi gebelik komplikasyonlariyla iligkili

bulunmustur (94).

Desiduada yer alan makrofajlar, gebe kadinlardaki uterin enfeksiyonlari
onlemek igin gorev almaktadir. Ancak desidual makrofajlar, M2 (antiinflamatuar)
fenotiple karakterizedir. Bu nedenle bu makrofajlarin, maternal-fetal ylzde
inflamatuar yaniti sinirlayan immunsupresif faktorleri Ureterek, maternal immun
toleransta, vaskiler remodelingi arttirmada ve doku homeostasiste daha ¢ok rol
aldigina yoénelik calismalar mevcuttur (89,95). Sonu¢ olarak, anormal makrofaj
aktivasyonu oldugunda, preeklampsi, IUGG veya preterm dogum gibi gebelik

komplikasyonlarinin gergeklesebilecegi distnilmektedir.

Fare calismalarinda desidual dendritik hiicrelerin basarili implantasyonda ve
maternal vaskilarizasyon remodelinginde yer alabilecegi goésterilse de insandaki
rolu net degildir (96). Dendritik hicreler fetal antijenleri desidua igine saklayarak,
periferik T hdcrelerine maruz kalmasini 6nledigi dustnudlmektedir. Preeklampsili
olgularin desidualarinda dendritik hlicrelerde artis saptanmasi nedeniyle

preeklampsi patogenezinde bu hicrelerin yer aldigi tartisiimistir (97)

Trofoblastlar ve HLA

Trofoblast hiicreleri, blastokistin eksternal trofoektoderm tabakasindan olusur
ve sonra plasenta haline doénugur. Trofoblast prekursor hucreleri 3 gelisimsel
yolaktan birini secerler: Ya villuslarda hlicre havuzu olarak sessiz kalirlar(villéz
sitotrofoblast hicreleri) , ya prolifere olup desiduaya gt¢ ederek invaze olur ve
koryon membranlari olustururlar( ekstravilloz sitotrofoblast hiicreleri). Ekstravill6z
trofoblast hicreleri, ayni zamanda endotelyal tabakanin yerini alarak maternal spiral

arterleri invaze ederler(endovaskuler trofoblastlar). Son olarak da, geligen
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sinsityotrofoblast hlcre tabakasi icine karigirlar. Bunlardan ekstravilloz sitotrofoblast
hiicreleri ve endovaskiler trofoblastlar, fetal ylzeye dogru olan kan akimi yoluyla
degigsken duzeyde, maternal hematopoietik elemanlara maruz kalirken, sadece

villéz sitotrofoblast hiicreleri, nadiren anne kanina maruz kalir.

Trofoblast hucre membranlarindaki HLA proteinlerinin, diger hucre
tiplerinden farkliliklari mevcuttur. Desiduaya go¢ eden ekstravilloz trofoblastlarin
hicbiri, graft rejeksiyonunun primer stimulatori olan HLA-A veya HLA-B class la
antijenlerini eksprese etmezken; HLA-E, HLA-F ve HLA-G nin ekspresyonuyla HLA
class b molekdillerinin benzersiz bir seklini géstermektedir. Trofoblastlarda HLA
molekdllerinin ekspresyonunun siki reglilasyonu sayesinde, yabanci (paternal) HLA
class 1 antijeni ekpsrese eden hicrelere saldirmak icin programlanmis maternal
immun hcrelere kargi fetusun korundugu dusunulmektedir (98). HLA-G ve HLA-
E’nin, makrofaj ve natural killer hiicrelerindeki 16kosit inhibitor reseptorleri (LIRs) ve
CD8+ T hicrelerindeki reseptorler ile etkilesime girerek immun yaniti azalttigi (99),
bu etkilesimlerde herhangi bir bozulmanin da gebelik komplikasyonlarina neden
olabilecegi bildirilmistir (100). Paternal kaynakh HLA class Il -D bdlge molekullerini
(DR, DP, DQ) kodlayan genler ise tamamen trofoblast hicrelerinde baskilidir (98).

Solubl ajanlar

Sitokinler, gebelidi sirdirmede immun ve endokrin sistemleri dizenleyerek
onemli bir rol oynamaktadir. Proinflamatuar (Th-1) ve antiinflamatuar (Th-2)
sitokinlerin dengeli saliniminin, gebeligin devam eden gelisiminde 6nemli oldugu
dusunulmektedir. Progesteronla stimile edilen trofoblast, IL-4 ve IL-10 Ureterek
desiduada ThO hucrelerini Th2 hdcrelerine donusturmektedir bu nedenle
progesteron maternal immun yaniti baskilamaya yardim etmektedir (101). Th1/Th2
sitokinlerinin  dengesi, desiduadaki NK hucreleri tarafindan reglle edildigi
bildirilmigtir.

Gebe farelerle yapilan galigmalarda, yiuksek miktarda Th2 tip sitokinlerin
varli§i saptanmigtir. insanda ise Th2 antiinflamatuar hakimiyetinin olabilecegine
yonelik bir cok ¢alisma vardir. Th1 sitokinlere dogru herhangi bir nedenle kaymanin,
abortus ve diger gebelik komplikasyonlarina neden olmasi beklenmektedir.

Yapilan gesitli calismalarda servikovajinal veya amniotik sividaki IL-1b, TNF
alfa veya IL-6’nin artmis dlzeyleri preterm dogumla iligkili bulunmustur (102) Ayrica

antiinflamatuar sitokin olan IL-10’un ise HLA-G Uretimini arttirdigi saptanmistir.
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Bir dizi plasental proteini iceren mikrovesikiller ve eksozomlar gibi
plasetadan derive olmus mikropartikillerin de gebelikte maternal immun sistemin
regulasyonunda rol oynadigi distinilmektedir. Salinimlari ve igerigindeki degdisikler
preeklampsi gibi gebelik komplikasyonlarinin patogenezinde yer alabilecegine

yonelik galismalar mevcuttur (103).
Kompleman Proteinleri

Trofoblast hiicreleri, CD46 (membrane cofactor protein [MCP]), CD55 (decay
accelerating factor [DAF]), ve CD59 (membrane inhibitor of reactive lysis [MIRL])
gibi kompleman regulatuar proteinlerini yiksek miktarda eksprese eder (104).
Kompleman regulatuar proteinler, maternal sitotoksik antikorlardan ekstraembriyonik

dokulari korumak igin oldukga énemlidir.

Anne rutin olarak paternal kaynakli HLA’'ya ve trofoblast antijenlerine karsi
yiksek miktarda antikor dretir. Bu yolla, immunolojik hedefin (fetal hiicre)
opsonizasyonu ve destriksiyonu meydana gelebilir. Oysa bu kompleman aracili
lizis, trofoblast hiicrelerinde yiiksek miktarda CD46 ve DAF ekspresyonuyla dnlenir.
Farelerde Crry geninden eksprese olan kompleman regulatuar proteinin yoklugunda,
plasentada kompleman birikimi olarak implantasyon bolgesindeki hicrelerin lizisi
gerceklestigi, bunu ise yogun inflamatuar reaksiyon ve fetal Olim izledigi
saptanmistir (105). IUGG, TGK gibi gebelikle iligkili bircok hastalikta, kompleman
aktivasyonu ©6nemli bir mekanizma olarak ortaya c¢ikmaktadir. Kompleman
aktivasyonuyla, desidual dokuya inflamatuar htcrelerin gocli ve aktivasyonu
olmakta, cesitli faktorlerin salinimiyla anjiogenezisi ve fetal blyimeyi riske atan

plasental disfonksiyon gerceklesmektedir.

Su ana kadar basarili gebeligi saglayan birgok immunolojik mekanizma
odrenilmis olsa da hala o6grenilecek cok sey vardir. Anjiogenez, HLA-G ve
kompleman sistemi disregulasyonlarinin gebelik sirecine etkileri en ¢ok Uzerinde
durulan alanlardir. Herhangi bir immunolojik mekanizmanin TGK’na direkt neden
olduguna ydnelik kesin bir kanit yoksa da acgiklanamayan TGK’li kadinlarda, c¢esitli
immunolojik tedaviler canli dogum oranini arttirmak igcin denenmis, ancak su ana

kadar higbirinin etkili oldugu kanitlanamamigtir (106).
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PENTRAKSIN 3 (PTX3)

Dogal bagisiklik, yabanciya karsi filogenetik olarak en eski savunma
mekanizmasidir ve adaptif immun yanitin aktivasyonu ve oryantasyonunda anahtar
rol oynamaktadir. Dogal immun sistem tarafindan patojen taninmasi, patern tanima
molekdlleri (Pattern recognition molecules=PRM) olarak bilinen reseptdrlere dayanir
(107). Hucresel lokalizasyon ve fonksiyonuna gore, PRM'ler iki ana gruba ayrilr:
Hucre iligkili reseptorler (copcu reseptorleri, TLR ve NOD benzeri reseptérler gibi

sinyal reseptorleri) ve sivi faz tanima molekdlleri diger adiyla opsoninlerdir.

Sivi faz patern tanima molekilleri (sPRM) dogal savunmanin 6nemli
efektorleri ve modulatorleridir. Kollektin, fikolin ve pentraksinleri iceren heterojen bir
grup molekllden olusur. sPRM’ler, molekul yapilari acisindan heterojenite
gosterseler de sPRM’lerin kompleman aktivasyonu, opsonizasyon, aglitinasyon ve

inflamasyon regulasyonu gibi ortak ve evrimsel korunmus fonksiyonlari vardir (108).

Pentraksinler multimerik bir yapiyla karakterize evrimsel olarak korunmus bir
protein ailesidir. Promotorlarinin yapisina gore kisa pentraksinler ve uzun
pentraksinler olarak iki gruba ayrilirlar. C-reaktif protein (CRP) ve serum amiloid A
(SAP) kisa pentraksinlerin prototipleriyken, pentraxin 3 (PTX3) ve diger tanimlanmis
Uyeler uzun pentraksinleri olusturur (néronal pentraksinl, néronal pentraksin 2,

ndronal pentraksin reseptér ve PTX4) (109).

PTX3 geni, 3. kromozomda g25'de lokalizedir ve 3 eksondan olugsmaktadir.
ilk 2 ekson sirasiyla sinyal peptid ile N-terminal bolgeyi kodlarken, 3. ekson
Pentraksinler icin klasik olan C-terminal kismini olusturur. Bu karboksiterminal
bolgelerindeki ((HXCxS/TWxS, x herhangi bir aminoasit) primer dizinin oldukca
korunmus maotiflerini igeren yaklasik 200 aminoasit uzunlugundaki domainlerin
varhgi, tim pentraksinler icin klasiktir ve pentraksin imzasi olarak bilinir (sekil-2). N
terminal bolgelerindeki sistein reziduleri ise birlesip oktomerler olusturarak PTX3'ln

benzersiz yapisini meydana getirmektedir (110).

22



Pentraksin motifi
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Sekil 2. insan kisa ve uzun pentraksinlerinin sematik gésterilmesi (111)

Pentraksinlerdeki mevcut olan yapisal benzerlige ragmen, PTX3’Un gen
organizasyonu, kromozomal lokalizasyonu, hucresel kaynagi, indukleyen uyarilar ve
tanidigi ligandlar agisindan diger pentraksinlerden ayrilmaktadir.

Myeloid dendritik hicreler, PTX3Gn major kaynagidir ancak monosit,
makrofaj, endotelyal hucreler, fibroblastlar, diz kas hicreleri, bobrek epitelyal
hiicreleri, sinoviyal hucreler, kondrositler, adipositler, alveoler epitel hucreleri,
graniloza hicreleri ve glial hiicrelerden de eksprese edilmektedir (108, 109). Bu
hicrelerde PTX3, uyariyla eksprese edilmesine Kkarsilik, lenfatik endotelyal
hucrelerde yapisal olarak eksprese edilmektedir (112). Matur notrofillerin spesifik
granullerinde ise hazir halde depolanir ve uyariyla salinimi gergeklesmektedir (113).

Diger adi TNF-alfa ile indiklenen protein-14 (TSG14) olan PTX3'Un
ekspresyonu, primer proinflamatuar sitokinler olan IL-1-beta ve TNF-alfa,
mikroorganizmalar ve TLR agonistleri, mikrobiyal yapilar (LPS, OmpA,
lipoarabinomannan) ve yuksek dansiteli lipoprotein gibi c¢esitli uyarilarla hizla
indiklenmektedir. IL-10, monosit ve dendritik hiicrelerde, PTX3 Uretimini arttirirken
(114), IFN-gama, ayni hucrelerde PTX3 Uretimini inhibe etmektedir (115). Myeloid
dendritik hucrelerde ise PTX3 ekspresyonu, IL-4, deksametazon, 1lalfa,25-
dihidroksivitamin D3 and prostoglandin E2 ile inhibe edilir. Glukokortikoidler,
hematopoietik htcrelerde (dendritik hiicre ve makrofaj) PTX3 retimini inhibe
ederken, non hematopoietik hticrelerde (fibroblast ve endotelyal) indiklemektedir

(116).
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PTX3'Un c¢ok sayida hiicresel ve molekiler hedefleri vardir (Tablo-5) Bu
pentraksin 3’e multifonksiyonel bir 6zellik saglamaktadir.

PTX3 ligandlarindan FGF2, inter-a-tripsin inhibitér (lal) ve A. Fumigatus,
PTX3’Un N-terminal boélgesine baglanirken, C1q ve P-selektin pentraksin benzeri
domaine baglanmaktadir. Faktér H'nin ise, her iki domainle iliskisi gosterilmistir

(117).

Tablo 5. Pentraksin 3’Un ligandlari (110)

Mikroorganizmalar Kompleman bilegenleri
Bakteriler Clqg
Pseudomonas aeruginosa Faktor H
Klebsiella pneumoniae C4BP
Salmonella typhimurium M-, L-fikolin
Mantarlar MBL
Aspergillus fumigatus Ekstraseliller matriks proteinleri
Saccharomyces cerevisiae TNF-ile uyarilan gen-6 (TSG-6)
Paracoccidioides brasiliensis Inter- a -tripsin-inhibitor (lal)
Virusler Blyume faktorleri
Influenza virus FGF2
CMV Adezyon molekilleri
Membran bilesenleri P-selektin
Klebsiella pneumonia ait dig
membran proteini A (KpOmpA)

PTX-3'Un ilk tanimlanmis ve en iyi karekterize edilmis ligandi, kompleman
yolaginin klasik komponenti olan C1qg'dur (110). Klasik pentraksinlerden farkli olarak
PTX-3, oncesinde protein agregasyonu olmaksizin, kalsiyumdan bagimsiz olarak
C1q ile etkilesime girer. Nauta ve ark.’nin (118) yaptigi deneysel calismada, klasik
kompleman kaskatlarinin aktivasyonuna neden olan mikroorganizma veya yabanci

madde ylUzeyine benzetilerek plastik ylizey olusturulmus ve bu ylzeye sabitlenmis
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C1q olusturulmustur. PTX3'Un plastik yilzeye sabitlenmis C1g’e baglandidi
saptanmistir. Sivi faz PTX3’Un ise, C1g bagimli kompleman aktivasyonunun belli
etkilesim bdlgelerini, yarigmali bloke ederek inhibe ettigi gosterilmistir. Bu galisma ile
PTX3'Un kompleman aktivasyonu birbirinden farkh iki etkisi oldugu gosterilmigtir.
ilkinde PTX3, mikrop ya da yabanci madde gibi PTX3 baglayabilen materyalin
temizlenmesini saglarken, sivi faz halinde olan ikincisinde ise istenmeyen

kompleman aktivasyonuna karsi koruyucu rol Ustlenmektedir.

PTX3, komplemanin lektin yolagini, Aspergillus fumigatus veya Candida
albicans gibi mikroorganizmalarin ylzeyinde fikolin1, fikolin2 veya mannoz baglayan
lektinle(MBL) etkileserek bu mikroorganizmalarin temizlenmesine yardimci
olmaktadir (119).

PTXS3, alternatif yolagin ana solubl regllatéri olan faktor H ile etkileserek,
alternatif kompleman yolagini baskilamaktadir (117). Ekstraselller matrikste ve
apoptotik hicrelerde, yine bu yolaktaki C4BP proteinine baglanip C4b

inaktivasyonunu arttirarak litik C5b-9 birikimini azaltmaktadir (120).

PTX3 ayni zamanda adezyon molekuli olan P selektine baglanarak,
endotelde 16kosit donmesini inhibe etmektedir. Boylece inflamasyon alanina I6kosit

gOcunl azaltmaktadir (121).

PRM’ler, apoptotik hlcreleri opsonize ederek fagositler tarafindan
taninmalarini module etmektedirler. CRP ve SAP, apoptotik hlicreleri opsonize edip
temizlenmesini arttirirken, PTX3 ise o6len hicrelere baglanarak bu hicrelerin
eliminasyonunu inhibe eder. PTX3'Un C1q ile etkilesimi, C1g’nun apoptotik
hucrelere baglanmasini engellemektedir. Bdylece fagositler tarafindan, bu hicresel
hedeflerin defektif taninmasina neden olmaktadirlar (Sekil-3) (122). Dahasi PTX3;
apoptotik self, viral veya timdral hicre kaynakli antijenlerin CD8 + T hicrelerine
sunumunu inhibe ederek sitotoksik yaniti azaltmaktadir (123). Faktor H'nin,
apoptotik  hucrelerin  ylzeyine toplanmasini saglayarak hasarli dokuda,
komplemanin alternatif yolaginin negatif regulatéri olarak bir rol oynamaktadir
(117). Ancak nétrofillerin apoptoz surecinde sitoplazmalarinda bulunan PTX3,
plazma memranina dogru yer degistirir. Plazma membran bleblerindeki bu yer
degistirmis PTX3, fagositler tarafindan apoptotik nétrofillerin temizlenmesini arttiran
bir molekdl gibi davranmaktadir. Membran bagli PTX3, apoptotik hicrelerin
membran permeabilitesini kaybetmeden ve selfantijenlerini salmadan 6&nce

eliminasyonlarini arttirmaktadir. inflamasyon sirasinda PTX3'Un hizli Uretimi ve
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salinimi sayesinde, selfantijenlere kargi immun yanitin tetiklenme olasihgi olan
proinflamatuar  bir ortamda, apoptotik hucrelerin yakalanmasini  onledigi
dugundlmektedir (124).
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Sekil 3: PTX3'lUn, C1qg'ye baglanarak apoptotik hiicrelerin temizlenmesini inhibe
etmesi (122)

PTX3, ekstraseluler matriks birikimi ve anjiogenezisi iceren doku remodelingi
surecinde gorev almaktadir. Varani ve ark’nin (125) yaptigi calismada Ptx3-/- digi
farelerde infertilite durumu goérulmastir. Nedeni olarak ise, preovulatuar foliktldeki
oosit gevresini olusturan, viskoelastik hiyaluronik asitten olusan matriksin hatal
olusumuna baglanmistir. Sonrasinda yapilan ¢alismalarda ise, kimulis ooforus
hicreleri tarafindan Gretilen PTX3’ln viskoelastik matrikste yer alarak, TNF-alfa ile
indiiklenen protein 6 ve inter-alfa-tripsin inhibitdr gibi ekstraseliler matriks
proteinlerine baglandigi boylece PTX3’Un, kimdaluslerin viskoelastik organizasyonu

icin dnemli oldugu dusunilmustir (126).

PTX3, yiksek afinite ve spesifite ile FGF2'ye baglanmaktadir. FGF2, yara
iyilesmesi, inflamasyon, tumoér blyUmesi ve aterosklerozis sirasinda hicre
proliferasyonu, kemotaksisi ve proteaz uretimini arttiran énemli bir anjiogenik
induikleyicidir (127). PTX3 inflamasyon sirasinda, damar duvarindaki hem endotelyal
hiucreler tarafindan hem de duz kas hucreleri tarafindan Uretilmektedir. PTX3’ln
FGF2ye baglanmasiyla, in vitro dizeyde FGF2 bagimh ekstraselller
proliferasyonun, in vivo dizeyde ise anjiogenezin inhibe edildigi gosterilmigtir.

Yapilan bazi galismalarda ise PTX3-FGF2 etkilesimi yoluyla anjioplasti sonrasi
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neovaskularizasyon ve restenoz sirecini dengeleyerek diiz kas hticre aktivasyonu

ve proliferasyonunun inhibe edildigi dusunulmektedir (127).

PTX3, iyi bir akut faz proteinidir. PTX3 kan duzeyleri, normal sartlarda
<2ng/ml gibi oldukga dusuk dizeyde saptanirken, endotoksik sok, sepsis ve diger
inflamatuar ve enfeksiy6z kosullarda hizla ve dramatik olarak(6-8 saatte pik yapar)
(200-800ng/ml) arttig gorilmustir (128). Ustelik kan diizeyleri, hastaligin siddetiyle
korele olarak yiikselmektedir.

Gebelik Sirecinde PTX3

Her ureme siklusunda, endometriumun blastokist implantasyonuna acik
oldugu implantasyon penceresi denilen dénemdeki degisiklikler, Ostrojen pikini
izleyen progesteron varliginda gerceklesen, endometriumun transformasyonunu,
desidualizasyon denilen endometrial stromal hicrelerin differansiyasyonunu, c¢ok
sayida lokositin buraya infiltrasyonunu, ekstraseliler matriksin modifikasyonunu ve
vaskiler permeabilite artisini icermektedir. Saglam blastokistin trofoektoderminin,
uterusun luminal epiteliyle iletisime girmesiyle implantasyon baslar. implantasyon
penceresindeki selektinler (L-selektin), integrinler (alfaSbetal), EGF, CSF-1, LIF gibi
¢ok sayida molekil ile adezyon saglanir. Bu fazi, implantasyon asamasi izler ve 20.
gestasyon haftasina kadar siirer. implantasyon asamasinda basta trofoblastlar
olmak Uzere cok sayida hicre goérev almaktadir. Basta metalloproteinazlarin
kontrolli  Uretimi sayesinde, interstisyel trofoblastlar desiduayl invaze eder.
Trofoblastlar, spiral arter ve arteriolleri penetre ederek endovaskiiler sitotrofoblastlar
haline gelir ve bu damarlarin endotel ve duz kas tabakalarini transforme ederler.
Normal plasental gelisim, vaskiler endotelyal bliyime faktéri ve plasental blylime
faktort gibi anjiogenik plasental faktorlerin ve invazif trofoblastlardaki reseptorlerin

koordineli ekspresyonunu gerektirmektedir (2).

Desidualize stromal hucrelerin 6nemli immunmodulatuar rolleri vardir ve
birgok inflamatuar mediator uretir. Ozellikle IL-1beta ve TNFalfa ise fetomaternal
yuzdeki proinflamatuar kaskadin aktivasyonundan sorumlu aday genler olarak
ortaya c¢lkmaktadir. Bu primer proinflamatuar sitokinler ile kemokinler, COX-2,
prostaglandinler, LIF, metalloproteinazlar, pentraxin 3 gibi sekonder mediatérlerin

ve gesitli adezyon molekdillerin ekspresyonu aktive edilmektedir (129).
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PTX3, amniyotik epitel, koryonik mesoderm, trofoblast terminal villuslarda ve
plasentanin perivaskiler stromasinda eksprese edilmekte ve gebelik boyunca

artarak dogumda pik yapmaktadir (130).

Farelerde ve insanda yapilmis gen ekspresyon c¢alismalarinda gdsterilmistir
ki, cok sayida immunolojik genin ekspresyonu, blastokistin implantasyon bolgesinde
baskilanmis halde iken, PTX3 ve DAF1 (decay accelerating factor 1) gibi ¢cok az
genin ekspresyonu artmaktadir (131). Bu genlerin upregilasyonu sayesinde,
embriyonun maternal immunolojik yanittan veya diger zararl uyarilardan korundugu
disunilmistir. implantasyon sirasindaki trofoblastlar tarafindan indiiklenen lokal
immun c¢evre degisimine benzer sekilde, PTX3 ekspresyonunun da trofoblastlar
tarafindan induklendigi gosterilmistir (132). PTX3-/- farelerde gdézlenen hatali
desidualizasyon ve implantasyon nedeniyle PTX3'Un, blastokist invazyonu icin
endometrial diferansiyasyonda ve hazirlik asamasinda 6énemli bir rol oynadigi
dusunudlmastir (133). Popovici ve ark.nin (132) yaptigi c¢alismada ise, PTX3
ekspresyonunun uterin stromal hicrelerde progesteron varliinda ve trofoblast
iceren ortamda upregule edildigi gosterilmistir. Trofoblastlardan uretilen IL-1, 6nemli
derecede stromal PTX3 Uretimini arttirirken, hCG’nin etkisi olmadigi gosterilmigtir.
immunhistokimyasal calismalarda ise, PTX3'(in perivaskiiler bag dokusunda,
endotelyal hicrelerde, gebe olmayan uterusun interstisyumunda bulundugu, 1.
trimester desiduasinda Ozellikle trofoblastlara yakin kisminda ekspresyonun arttigi
saptanmistir. PTX3 ayrica, terminal villus ve fetal membranlarda da gézlenmistir
(130).
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GEREG ve YONTEM

OLGULARIN SECIMi

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik Anabilim dal arsivinde
bulunan Ocak 2008- Haziran 2014 vyillari arasindaki dusik materyallerine ait
dosyalar incelenmistir. Kromozom analizi normal olan dusik materyallerine sahip
hastalardan, daha 6nce nedeni agiklanamamig iki veya daha fazla gebelik kaybi
oykUst olan hastalar degerlendiriimistir. Bunlardan parental kandan yapilan
kromozom analizi normal olan, maternal trombofili panelinde TGK etyolojisini
aciklayacak patoloji saptanmayan, yapilan USG veya histerosalpingografisinde
maternal uterin anomalisi olmayan, bilinen sistemik hastaligi bulunmayan ve disik
materyalinin histolojik incelemesinde patolojik bulgulari olmayan 50 plasenta ve

endometrium klretaj materyali hasta grubu olarak ¢alismaya alinmigtir.

Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Patoloji Anabilim Dal’na Ocak
2013- Ocak 2014 wyillant arasinda plasentalar histopatolojik inceleme igin
gonderilmig, bilinen hastaligi olmayan, bilinen gebelik kaybi 6ykisi olmayan,
preeklampsi, eklampsi, preterm dogum gibi gebelik komplikasyonu olmadan
dogumunu gergeklestiren, dogan bebekte IUGG saptanmayan ve plasentasinin
histolojik incelemesinde patolojik bulgu saptanmayan 50 olgunun plasentalari ise

kontrol grubu olarak galismaya alinmigtir.

Calisma icin Pamukkale Universitesi Tip Fakdltesi Patoloji Anabilim Dalrna
gonderilip, %10 formaldehit solusyonu ile tespit edilen ve sonrasinda parafin
bloklara gomuilen endometrial veya plasental arsiv doku &rnekleri kullaniimistir.
Arsivden hastalara ait 6rnekler ¢ikarilarak, daha dénce alinmis kesitler mikroskopta
incelenmis ve maternal ylze ait calismaya uygun en iyi kesitler galisma igin

secilmigtir.

Calisma 6ncesinde Pamukkale Universitesi Tip Fakultesi Etik Kurulu'ndan
13.01.2014 tarihinde 2014/1-1 karar numarasi ile onay alinmistir. Bu calisma
Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri komisyonu tarafindan

desteklenmisgtir.
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YONTEM

Calisma materyali eldesi icin arsiv doku 6rneklerine ait kesitlerden desidua ve
ekstravilldz trofoblastlarin en iyi sekilde yer aldigi maternal kisima ait olan dokular

secildi ve dokular 10 mikronluk 2-3 kesit halinde 1.5 ml’lik ependorf tliplerine alindi.

Doku Orneklerinin Deparafinizasyon iglemi

1. Ependorf tup icerisindeki parafine gomuli dokunun deparafinizasyon iglemi

icin, 6nce ependorf igerisine 800 pl ksilen konuldu.

2. 56 °C’de 10 dakika inklibe edildi. Sonrasinda 4’er saniye 3 kez vortekslenerek
56 °C’de 2 dakika inklibe edildi. Yine 4’er saniye 3 kez vorteksleme isleminden
sonra 56 °C’de 5 dakika inkube edildi.

3. 14000xg’de 2 dakika santrifuj edildi.
4. Supernatan alinarak dnceki basamaklar sirasiyla tekrar edildi.

5. Santrif(jj sonrasi sUpernatan alindiktan sonra pellet tGzerine 800 pl %96 etanol

konarak 4’er saniye 3 kez vortekslendi.
6. 14000xg’de 2 dakika santrifyj edildi.

7. Supernatan alindiktan sonra pellet Gzerine 800 pl %70 etanol konarak 4’er

saniye 3 kez vortekslendi.
8. 14000xg’de 2 dakika santrifyj edildi.

9. SlUpernatan alindiktan sonra 5-15 dakika alkol buharlagsana kadar 55°C’de
inktbe edildi.

Total RNA izolasyonu

Deparafinizasyon isleminden gecmis olan dokulardan RNA izolasyonu igin
RNeasy FFPE kit (Qiagen) kullanildi.

1. Ependorf igindeki dokular oda sicakligina geldiginde tzerine 150 pl buffer PKD

eklendi.
2.10ul proteinaz K eklenerek hafifge pipetaj yapilarak karismasi saglandi.

3.56°C’de 15 dakika ve 80°C’de 15 dakika inkube edildi.
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4. Ardindan buz bloklarinda 3 dakika bekletildikten sonra 20000xg’de 15 dakika
santrifij edildi.

5. Supernatan yeni 1.5 ml'lik ependorf tuplerine alinarak Uzerine 16 pyl DNase
Booster Buffer ve 10 pl DNase | stok soltisyonu eklendi. Tupler hafifce alt tst

yapilarak karismasi saglandi.
6. Oda sicakhiginda 15 dakika inkibe edildi.

7.inklibasyon sonrasi drneklerin (izerine dnce 320 pl buffer RBC, sonra 720 pl

%100 etanol eklenerek pipetaj yapildi.

8.0rnekten 700 pl alinarak RNeasy MinElute spin kolonlara konuldu ve 15
saniye 10000xg’de santrifilj edildi. Stzulen kisim atilarak kalan drnekle ayni

islem yapildi.

9.500 pl buffer RPE kolonlara yiklenerek 15 saniye 10000xg’de santrifuj edildi.
Sizulen kisim atilarak yine 500 pl buffer RPE ile 2 dakika 10000xg’de santrifij
edildi.

10. Santrifij sonrasi RNeasy MinElute spin kolonlar yeni 2 ml lik toplama
tuplerine yerlestirilerek son hizda kapak agzi acgik sekilde 5 dakika santrif(j
edildi.

11. Santrifiij sonrasi RNeasy MinElute spin kolonlar yeni 1.5 ml lik toplama
tlplerine yerlestirilerek 20 ul RNase free water eklenerek 1dakika son hizda

santrif(j edilerek RNA izolasyonu tamamlandi.

Total RNA Orneklerinin Konsantrasyonlarinin ve Saflik Derecelerinin

Belirlenmesi

Olgu ve kontrol grubuna ait 6rneklerden izole edilen total RNA orneklerinin
konsantrasyonlari ve safliklari 260 ve 280 nm dalga boylarinda absorbanslarinin
Olgulmesiyle degerlendirilen spektrofotometrik yontemle (NanoDrop, Thermo Sci.
USA) belirlendi. A260/A280 absorbans oraninin 1,8-2,0 disindaki ve disik
konsantrasyondaki RNA eldesi olan drneklerden tekrar kesit alinarak izolasyon
islemi tekrarlandi. Konsantrasyon ve saflik duzeyleri belirlenen RNA’lar PCR

islemine kadar -80°C’de saklandi.
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Gercek-Zamanh Kantitatif PCR

PTX3 (hedef gen) ve p-aktin (referans gen) icin relatif kantitasyon analizi,
gercek-zamanli PCR sistemi (LightCycler 480 Gergek-zamanl PCR Sistemi, Roche
Diagnostics) kullanilarak yapildi. Hedef genlerin ve referans genin mRNA duzeyinde
ekspresyon analizi icin kullanilan primer ve prob setleri “Universal Probe Library
(UPL)’den (Roche) secildi. Gergek-zamanli PCR analizinde kullanilan bu setlere ait

diziler ve UPL numaralari Tablo 6’de verildi.

Tablo 6. RT-PCR’da kullanilan primer setleri ve UPL numaralari

PTX3
Primer seti GCGGTGCTAGAGGAGCTG (Forward)
GGAATAAAATAGCTGTTTCACAACCT (Reverse)
UPL numarasi Probe no: #23 (04686977001)
B-aktin
Primer seti CGACAGGATGCAGAAGGAG (Forward)
AGGAGGAGCAATGATCTTGATCT (Reverse)
UPL numarasi Probe no: #37 (04687957001)

PTX3 geninin mMRNA dizeyinde relatif ekspresyonunu degerlendirebilmek igin,
oncelikle 6rnek basina total hacim 25 pl olacak sekilde tablo 6’daki sekilde optimize
edilen Qiagen OneStep RT-PCR kit ile gercek-zamanli PCR karisimi hazirlandi. Bu
protokol, her bir drnege ait RNA basina, hem hedef gen olan PTX3 ve hem de

referans gen olan -aktin igin uygulandi.
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Tablo 7. OneStep RT-PCR kit ile optimize edilen gercek-zamanli PCR karigimi

One Step RT- PCR

Tek reaksiyon Tek reaksiyon
(hacim) (konsantrasyon) Bilesenler
10.775 pl - Su, PCR- grade
1.25 pl 3mM 25 mM Mg soliisyonu
1.25 ul 0.5 uM Forward Primer (ara stok 10 uM)
1.25 pl 0.5 uM Reverse Primer (ara stok 10 pM)
0.375 ul 0.15 uM UPL probe (ara stok 10 pMv)
0.1 pl RNAse inhibitor
1l Enzim Karigimi
5ul Buffer 5x
1l dNTP mix
1l Q solution

Karisim spin ettirilerek bu karisimdan kapilerlere her bir reaksiyon igin 23 pl
transfer edildi. Ornege ait RNA'dan 2 pl, son reaksiyon hacmi 25 pl olacak sekilde
ilave edildi. Hazirlanan kapilerler, soguk bloktaki adaptérleri ile birlikte 2000 rpm’ de
15 saniye santrifijlendi. LightCycler 480Il cihazina yerlestirildi (Sekil-4). Optimize
edilen reaksiyon sartlar tablo 8’ de gosteriimektedir.

Tablo 8. Optimize edilen reaksiyon sartlari

Program cDNA Denaturasyon Amplifikasyon Cooling
Analiz modu yok Yok Kuantifikasyon modu yok
Déngu 1 1 45 1
Hedef (°C) 50 95 95 60 72 40
Sure
(hh:mm:ss) 00:30:00 00:15:00 00:00:10 | 00:00:30 | 00:00:01 | 00:00:30
Kazanim Tek
Modu Yok Yok Yok Yok okuma Yok
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Amplification Curves

Fluorescence (465-510)
— = e

Sekil 4: LightCycler 480Il cihazinda degerlendirilen 6rneklere ait amplifikasyon egrileri

Sonuglar Comparative Ct ydntemi ile hesaplandi. Hasta ve kontrollere ait her
bir érnegdin esik dongl (Cr=threshold cycle) degerleri hem PTX3 hem de B-aktin
genleri icin LightCycler Relatif Kantitasyon Yazilim Programi kullanilarak iki kez
hesaplandi.

Her o6rnegin hedef gen ekspresyonu, referans gen olan [-aktin
ekspresyonuna gore normalize edildi. Bunun igin ACt = Ct prx3 - Crbeta-akin denklemi
kullanildi. Hasta grubunun ekspresyon duzeylerini kontrol grubununkilerle
karsilastirmak icin her bir grubun ortalama AC: degerleri asagidaki hesaplama
kullanilarak ayri ayri yapildi. ACr.41+ ACrpot...... ACq.ps0

50

Hasta ve kontrollere ait ortalama AC; oranlanarak ekspresyon miktarlari

arasinda kag kat fark oldugu hesaplandi.

immunohistokimyasal (iHK) Analiz:

Secilen % 10 formalinde fikse edilmis parafine gémuli dokulardan kesilen 5
mikron kalinhgindaki dokular, adeziv (polilizin) kapl lamlara alindi. Bu lamlar,
deparafinizasyon icin 60°C’lik etiivde 2 saat bekletildikten sonra boyama igin
Ventana BenchMarkXT 8 (Ventana, Tuscon, AZ) cihazina yerlegtirildi. Deparafinize
dokular, antijen ortaya cikarma islemi igin 60 dakika CC2 soliisyonunda (sitrat buffer
(pH 6)- Ventana) bekletildikten sonra, anti-PTX3 antikorlar kesitler Gzerine
damlatildi ve 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Karsit boyama icin 4 dakika
Ventana’nin hematoksilen solusyonunda ve 4 dakika Bluing reagent solliisyonunda
bekletildi. Cihazdan cikarilan ornekler sirasi ile % 70, % 80 ve %100’lik alkollere
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daldinilip ¢ikarilarak 1 dakika ksilende bekletildi. Kurutulduktan sonra lamelle
kapatildi.

Kesitlerdeki PTX3 ekspresyonunun semikantitatif skorlandirmasi, hucrelerin
ve sitoplazmanin pozitif/negatif boyanmasina gore, Willeke F ve ark. (124)
tarafindan belirtildigi sekilde yapildi .
0 immunreaktif hiicreler/sitoplazma yok,
hicreler/sitoplazmanin %1-10’u boyanmis,
hicreler/sitoplazmanin %11-25’i boyanmis,

hiicreler/sitoplazmanin %26-50’si boyanmis,

A WO N -

hicreler/sitoplazmanin >%50’si boyanmis olarak degerlendirildi.
Analiz edilen dokulardaki ekstravilloz trofoblast, desidua, endotel, vill6z

stroma bolgeleri yukaridaki boyanma oranlarina goére ayri ayri degerlendirildi.

istatiksel Analiz

Veriler SPSS 21 paket programiyla analiz edildi. Surekli degiskenler
ortalama # standart sapma, ortanca (minimum - maksimum degerler) olarak verildi.
Bagdimsiz grup karsilastirmalari igcin parametrik test varsayimlarinin saglanmasi
durumunda iki ortalama arasindaki farkin énemlilik testi olan Mann Whitney U testi
kullanildi. Degiskenler arasindaki korelasyonlar ise Spearman korelasyon analizi ile

incelendi.

35



BULGULAR

Hasta grubu olarak 50 plasenta ve endometriyum kuretaj 6rnegdi, kontrol

grubu olarak 50 plasenta 6rnegi alindi.

Nedeni ac¢lklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi oyklsi olan hasta
grubunun abortus sirasindaki maternal yaslari, en kigigu 22, en blyugu 40,
ortalamasi ise 29.76+ 5,04 idi. Ozgecmislerinde bilinen en az 2, en fazla 5, ortalama
2.34 dusugu mevcuttu. Bu olgularin ortalama canli dojum sayisi 0.46 idi. 30
hastanin hi¢ canli dogum 6yklisu yokken (%60), 17 hastanin bir tane saglikli canli
dogum 0dykusu (%34), 3 hastanin ise iki canli dogum dykusu (%6) vardi. Caligilan
plasenta ve endometrium kiretaj orneklerinin abortus zamanlari 5 ve 20 hafta

arasinda degismekteyken, ortalamasi 10.16 haftaydi (Tablo-9).

Tablo 9. Hasta grubunun genel bilgileri

Ortalama Std. Sapma  Ortanca (min — maks)
Yas (n=50) 29,76 £ 5,04 29 (22 - 40)
Duslk sayisi (n=50) 2,34 +0,77 2(2-5)
Dugtik haftasi (n=50) 10,16 + 3,58 9(5-20)
Canl dogum sayisi (n=50) 0,46 +0,61 0(0-2)
I(r::rgté?ohistokimya skorlama 3,04 + 0,97 3(1-4)
ACt degerleri (n=50) 0,0014 + 0,0059 0,0001 (0,000-0,0418)

Daha 6nce bilinen abortus veya patolojik tibbi dykisu olmayan, gebelik
komplikasyonu gelismemis ve zamaninda dogum yapan kontrol grubunun yaglari en
kigugu 19 ve en buyugu 41 iken ortalama yas 29.34+4,51'du. Bu olgularin en az 1,
en fazla 4 defa canhh dogum o6ykuisu mevcuttu. Ortalama canli dogum sayisi 1,68

saptandi. Hasta ve kontrol gruplarinin genel bilgileri agagidaki gibidir (Tablo 10).

Tablo 10. Kontrol grubunun genel bilgileri

Ortalama Std. Sapma Ortanca (min — maks)
Yas (n=50) 29,34 £ 4,51 29 (19 - 41)
Canli dogum sayisi
(n=50) 1,68+0,74 2(1-4)
immunohistokimya
skorlama (n=50) 1,66 +0,87 1(1-4)
ACt degerleri (n=50) 0,000012 + 0,000038 0,000002 (0,000 - 0,000264)
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Hasta grubunun yas ortalamasi 29,76, kontrol grubunun yas ortalamasi
29.34 olarak saptandi. Yaglari karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farkhhk
bulunmamigtir (p degeri 0,819) (tablo-11).

Hasta ve kontrol grubunun saglikli gebelik sayisi karsilastirildiginda, hasta
grubunun ortalama o6nceki saglkli gebelik sayisi 0,46 iken kontrol grubunda bu
deger 1,68'di ve istatistiksel olarak anlamli dizeyde farklilik bulunmustur (p degeri
0,0001) (Tablo 11).

Tablo 11. Hasta ve kontrol gruplarinin yas, canli dodum sayisi, AC; degerleri ve

immunhistokimyasal analiz sonuglarinin istatistiksel karsilastiriimasi

Ortalama * Std. Sapma Ortanca (min — maks) p

hasta 29,76 £5,04 29 (22 - 40)

Yas 0,819
kontrol 29,34 +4,51 29 (19 - 41)

5 hasta 0,46 +0,61 0(0-2)

Canli dogum sayisi 0,0001*
kontrol 1,68 +0,74 2(1-4)

ACr degerleri hasta 0,0014 +0,0059 0,0001 (0,000-0,0418)

(normalize 0,0001*

ekspresyon degerleri) kontrol 0,000012 +0,000038 0,000002 (0,000 - 0,000264)

immunohistokimya hasta 3,04+0,97 3(1-4) 0.0001*

skorlama kontrol 1,66 £0,87 1(1-4) ’

Her ornek icin Ct prxz - Crbetaakin = ACt seklinde hesaplanarak normalize
edilen ekspresyon degerlerinin hasta ve kontrol grubunda ayri ayri aritmetik
ortalamasi alindi. Hasta grubunun ortalama AC+ degeri 0,0014 £ 0,0059 iken kontrol
grubunun ortalama AC; degeri 0,000012 + 0,000038 saptandi. ki grup arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik bulundu (p degeri 0,0001) (Tablo 11).

Hasta grubunun ortalama PTX3 gen ekspresyon “fold change” degeri AA Ct
degeri hesaplanarak ortaya kondu. Hasta/Kontrol A/ACt degeri 116,38 olarak
saptandi. Baska bir ifadeyle hasta grubunda kontrol grubuna gore PTX3 gen
ekspresyonu 116 kat artmis bulundu (sekil 5).
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Sekil 5. Hasta ve kontrol grubunun ortalama ekspresyon degerlerinin karsilastiriimasi

Hasta grubundaki 50 plasenta/ endometrium kiretaj materyali ve kontrol
grubundaki 50 plasentanin maternal yuzlerinden alinan Kkesitlerinin  PTX3'Un
immunhistokimyasal boyamasinda, hucrelerin boyanma yuzdesi ve boyanma
lokalizasyonuna gore (villoz stroma, desidua, terminal villuslar, endotelyal hiicreler,
trofoblastlar) semikantitatif skorlandirilarak degerlendirildi. (1=hucrelerin %1-10'u,
2=hdcrelerin %11-25'i, 3=hucrelerin %26-50’si, 4=hUlcrelerin >%50’si boyanmig
olarak degerlendirildi). Hasta grubunda ortalama boyanma pozitifligi 3,04 + 0,97
saptandi. Kontrol grubunda bu deger 1,66 + 0,87 idi. Boyanma miktari agisindan iki
grup arasinda istatistiksel olarak anlaml farkhlik bulundu (p degeri 0,0001) (Tablo
10). Boyanma dagilimina bakildiginda ise hasta ve kontrol grubunda anlamli farkhlik
yoktu. Sekil 6 ve 7’'te boyanma dizeyi 1+ ve +4 olarak degerlendirilen olgular yer

almaktadir.
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Sekil 6. PTX3 icin immiin boyama uygulanmis ve ‘+’ olarak degerlendirilen plasental kesite

ait bir gériinim (x40).

Sekil 7. PTX3 i¢in immin boyama uygulanmis ve ‘++++’ olarak degerlendirilen plasental
kesite ait bir gérinim (x40). (Sitoplazmik dizeyde ve kahverengi olarak gorinen, desidua ve

ekstravilloz trofoblast hiicrelerinde siddetli pozitif reaksiyon izlenmektedir)

Tdm  kigiler incelendiginde, normalize ekspresyon degerleri ile
immunhistokimyasal skorlandirma arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif yonde
hafif dizeyde bir iliski gozlenmistir (p=0,023; r=0,227). Tum populasyonda, onceki
canli dogum sayisi ile normalize ekspresyon degerleri ve immunhistokimya
skorlandirmasi arasinda istatistiksel olarak anlamli negatif yénde hafif dizeyde bir
iliski gozlenmistir (sirasiyla p=0,000; r=-0,399 ve p=0,000; r=-0,397). Canli dogum
sayisi ile maternal yas karsilastirlidiginda istatistiksel olarak anlamh pozitif yénde
hafif dizeyde bir iligki gozlenmistir (p=0,001; r=0,318) (Tablo-12). Yapilan diger
karsilastirmalarda ise istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmamistir.
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Tablo 12.TUm Kisiler icin maternal yas, canli dogum sayisi, normalize ekspresyon dizeyi ve

immunhistokimyasal skorlandirma parametrelerinin karsilastiriimasi (*istatistiksel olarak anlamli
korelasyon bulunmustur)

Canl )
dogdum Immuno ACt
Yas sayisl histokimya degerleri

Yas r 1,000 0,318 0,110 0,009
p - 0,001* 0,276 0,933

Canli dogum r 1,000 -0,397 -0,399

sayist ) 0,000+ 0,000

immunohistokimya r 1,000 0,227

skorlandirma 0,023*
p

AC+ degerleri r 1,000

Hasta grubunun normalize ekspresyon degerleri ile maternal yas, canl
dogum sayisi, onceki dusik sayisi, dusuk haftasi, immunohistokimya boyama
skorlandirmasi  karsilastirildiinda  istatistiksel olarak anlamh  korelasyon
bulunmamigtir (Tablo-13). Maternal yasin artmasina bagh canli dogum sayisi
arasinda istatistiksel olarak anlamli pozitif ydnde hafif dizeyde bir iliski gozlenmistir
(Tablo-14).

Tablo 13. Hasta grubu icin maternal yas, canli dogum sayisi, 6nceki disik sayisi, distk
haftasi, immunhistokimyasal skorlandirma ile normalize ekspresyon duzeylerinin

karsilastiriimasi.

HASTA GRUBU AC; DEGERLERI

YAS

—
|

=.0,112 p= 0,437

CANLI DOGUM SAYISI r=-0,057 p= 0,693

ONCEKI DUSUK SAYISI r=-0,157 p= 0275

DUSUK HAFTASI r=-0,144  p=0,320

iHK SKORLANDIRMA r=-0,123  p=0393
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Tablo 14. Hasta grubu igin maternal yas, canli dogum sayisi, immunhistokimyasal
skorlandirma, normalize ekspresyon dizeyi, dislk sayisi ve dusik haftasi parametrelerinin
karsilastiriimasi. (*istatistiksel olarak anlamli korelasyon bulunmustur)

Canli )
dogum Immuno ACy Dustk Duslk
Yas sayisl histokimya degerleri  sayisi  haftasi
1,000 0,432 0,000 -0,112 0,239 -0,273
Yas
D 0,002* 0,999 0,437 0,094 0,056
o 1,000 0,087 -0,057 0,158 0,122
Canlidogum r
sayis! ) 0,550 0693 0273 0,400
immuno ; 1,000 -0,123 0,232 0,156
histokimya
skorlandirma  p 0,393 0105 0278
ACrdegerleri 1 1,000 -0,157 -0,144
0,275 0,320
p
Dusik sayist 1,000 0,029
0,842
p
Dlsuk haftasi  r 1,000

Hasta grubunun normalize ekspresyon degerleri ile bu grupta daha 6nce
canl dogumu olmayanlar ve olanlar karsilastirildiginda, daha énce canli dogum
sayisi 1 veya daha fazla olanlarda istatistiksel olarak anlamh ekspresyon artigi

gOzlenmistir (Tablo-15).

Tablo 15. Hasta grubu icin normalize ekspresyon diizeylerinin daha énce canli dogum olup
olmamasina gére karsilastiriimasi

Ortalama + Std. Sapma Ortanca p degeri
(min —maks)
ACy o
degerleri Canli dogumu olmayanlar 0,000635 + 0,00099 0,000153
(normalize (0,00000 - 0,00334) 0,0001
ekspresyon 1 veya daha fazla canli 0,000704 + 0,00500 0,000004
degerleri) dogumu olanlar (0,00000 - 0,0418)
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Kontrol grubunun normalize ekspresyon dederleri maternal yas, canli dogum
sayisi ve immunohistokimyasal skorlandirma ile karsilastirildijinda istatistiksel
olarak anlamli korelasyon bulunmamasina ragmen, maternal yasin artmasiyla canli
dogum sayisi ve immunohistokimyasal skorlandirma arasinda istatistiksel olarak

anlamh pozitif ydnde hafif dizeyde bir iligki gozlenmistir (Tablo 16)

Tablo 16. Kontrol grubu igin maternal yas, saglikli gebelik sayisi, immunhistokimyasal

skorlandirma, normalize ekspresyon diizeyi parametrelerinin karsilastiriimasi. (*istatistiksel
olarak anlamli korelasyon bulunmustur)

Canli dogum immuno AC+
yas sayisl histokimya  degerleri

r 1,000 0,498" 0,288 -0,118
yas p 0,000 0,043 0,415
Canli r 1,000 0,077 -0,028
dogum
sayls| p 0,593 0,845
. r 1,000 -0,164
Immuno
histokimyasal P 0,256
skorlandirma

r
AC+ degerleri 1,000
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TARTISMA

Pentraksin 3, dogal immun sistemin sivisal kismini kompleman sistemiyle
birlikte olusturan, inflamasyonda efektér ve modulatdr olarak anahtar rol oynayan,
¢ok sayida farkli ligandla etkilesim kapasitesiyle multifonksiyonel 6zelligi olan,
normal kosullarda kan dizeyinin dislk olmasi ve inflamatuar kosullarda hastaligin
siddetiyle korele olarak, duzeylerinin hizla ve dramatik olarak artisi nedeniyle iyi bir
akut faz reaktani olan patern tanima molekulidir. $u ana kadar bircok hastalikta,
doku ve kanda calisilmig, farklh mekanizmalarla hastalijin patogenezinde ve
kliniginde o6nemi vurgulanmistir. Bu c¢alismada ise; nedeni agiklanamayan
tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda literatirde ilk kez, endometrial kuretaj ve
plasenta 0©rneklerinden PTX3 duzeyleri, gRT-PCR ve immunhistokimyasal
yontemlerle arastirildi. Literatirde benzeri olmadigi i¢in yakin hastaliklar ve

hipotezlerle karsilastirdi.

Uterusta, implantasyon sirasinda ve tim gebelik boyunca meydana gelen
immun sistem modifikasyonlari sayesinde semiallojenik fetus, maternal immun
sistemden korunur. Bircok gebelik komplikasyonunun ise maternal immun
sistemdeki problemler veya anormal feto-maternal immun iliskiler nedeniyle
olustugunun kanitlari her gegen giin artmaktadir (135, 136). Ozellikle fetal allograft
rejeksiyonunu onlemek icin dogal immun yanitin regulasyonu énemlidir ve dogal
immun yanittaki anormallikler, spontan abortus, tekrarlayan gebelik kaybi,
preeklampsi, intrauterin gelisme geriligi gibi birgok gebelik komplikasyonuyla iligkili

bulunmustur.

PTX3, implantasyon boélgesinde ekspresyonu artmis halde bulunan nadir
genlerden biridir (137, 138 ). Farelerde yapilan bir calismada, implantasyon
disindaki bdlgelerle karsilastiriidiginda, implantasyon bdlgelerinde daha c¢ok
eksprese edildigi saptanmistir (139). PTX3 6zellikle, trofoblastlar, dogal dldirici ve
antijen sunan hdcrelerin olusturdugu inflamatuar duruma yanit olarak desidualize
stromal hicrelerden eksprese edilir (131,137,138). Popovici ve arkadaslarinin
yaptigi calismada, PTX3 ekspresyonunun insan stromal hiicrelerde, progesteronla
ve trofoblast iceren ortamda upregile edildigi gosterilmistir. Bu upregulasyon
sayesinde PTX3 embriyoyu, maternal immunolojik yanittan veya diger zararli

uyarilardan korumaktadir (129, 137). PTX3-/- farelerde gd6zlenen hatali
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desidualizasyon ve implantasyon, PTX3'Un blastokist invazyonu i¢in endometrial
diferansiyasyon ve implantasyon asamasinda énemli bir rol oynadigi, maternal
immunolojik veya diger kandan gelen zararli uyarilara kargi embriyoyu korudugu,
FGF2 uUzerine etkisi sayesinde FGF2 bagimli anjiogenezi regule ettigi

dasundlmagtar (133).

PTX3 ile ilgili farkh bir noktada gebelikteki kan dizeyleridir. Yapilan
calismalarda gebelikte kan PTX3 diuzeyleri, gebe olmayan kadinlara gore yiksek
bulunmustur (140). Larsson ve ark. (141) yaptigi calismada; normal gebelik
surecinde PTX3 seviyeleri, gebeligin 7. haftasindan dojum anina kadar belirli
araliklarla serumdan olguldigunde, dogum ani ve dogumdan 14 gin dncesi zaman
araliginda en ylksek dizeyde saptanmistir [936-10719pg/ml]. Dogum sonrasi
donemde ise vicuttan plasentanin ayrilmasi nedeniyle kan seviyelerinin dustigu
gosterilmistir. Cetin ve ark.nin (142) yapti§i calismada ise; gebelikte PTX3
dizeyleri, gebe olmayan kadinlara gére (0.6-1.4 ng/ml) anlamh dizeyde ylksek
saptanmis, ancak bu olgularin 1., 2. ve 3 trimesterdeki maternal plazma PTX3
dizeylerinde anlaml bir degisiklik gbzlenmemistir (sirasiyla 1.4-4.6, 1.4-2.2 ve 1.2-
3.8 ng/mL) .

Bu calismalardan elde edilen sonuglar dogrultusunda, saglikli gebelik sireci
gecirmis herhangi bir patolojik tibbi 6ykisu olmayan term plasentalar, sadece
gebelige bagh yiksek PTX3 ekspresyon dizeyi beklenmesi nedeniyle kontrol grubu

olarak ¢alismaya dahil edilmigtir.

Normal gebelikte PTX3 dlzeylerinin yukseldigi gosterilmekle birlikte,
preeklampsi ve tekrarlayan gebelik kaybinda PTX3 kan dizeylerinin, normal
gebeliklerde saptanan vyukseklige gére daha fazla artmis oldugunu gdsteren

c¢alismalar bulunmaktadir.

Cetin ve ark. (142) yaptigi calismada 20 gebe olmayan, 1. trimesterdeki 8, 2.
trimesterdeki 10, 3. trimesterdeki 26, preeklampsili 20, IUGG'li fetusa sahip olan 16
kadindan periferik kan alinarak elisa testi ile PTX3 dizeylerine bakilmis,
preeklampsili olgulardaki PTX3'un plazma duzeyleri, saglikl gebelere gore anlamh
dizeyde yiksek saptanmistir. IUGG olgularda ise, saglikli gebelere gére PTX3
diuzeylerinde yukseklik gorulirken bu yukseklik, anlamli dizeyde bulunmamistir.
Normal, preeklamptik ve IUGG olan plasentalarda PTX3 varlg,
immunhistokimyasal olarak incelendiginde, Uu¢ grupta anlamh degisiklik

gOzlenmemigtir. Tum bu elde edilen bilgiler dogrultusunda preeklampside gorilen
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PTX3 yuksekligi, plasentanin maternal yuzinde gézlenen plasental debrislere kargi
artmis inflamatuar duruma baglanmistir. Bir ¢ok calismada ise, PTX3 artis
miktarinin, preeklampsi siddetiyle korele oldugu saptanmistir (143,144). Cozzi ve
ark.’nin (143) yaptid! plasental ekspresyon calismasinda, hastalik siddetiyle PTX3
artisindaki korelasyon yaninda; IUGG olan gebelerin PTX3 plasental ekspresyon ve
plazma dizeyleri, normal gebelere gore anlamh yiksek saptanirken, preeklamptik
gebelerde ise hem IUGG olan hem de normal gebelere gore PTX3 plasental
ekspresyon ve maternal plazma dizeyleri anlamh yiuksek bulunmustur. Ayrica bu
galismada, gebelerin umbilikal vendz PTX3 duzeyleri karsilastiriimis, normal ve
preeklamptik olanlarda anlamli fark bulunmazken, UGG olanlarda istatistiksel
anlamh PTX3 ylksekligi saptanmistir. Bu durum ise plasental yetmezligin fetal
kisminin gdstergesi olan IUGG ile PTX3 iligkisini gostermistir. Bagska calismalarda
ise normal gebelere gore preeklamptik gebelerde kan PTX3 dlzeyinde yaklasik 6
kat artis saptanmistir (144, 145). Cetin ve arkadaslarinin yaptigi diger bir calismada
ise, 11-14. gestasyon haftalarinda hastalardan kan alinarak daha sonra preeklampsi
gelisenler, UGG gelisenler ve gelismeyenlerin PTX3 diizeyleri karsilastirildiginda,
preeklampsi gelisenlerde gelismeyenlere gére PTX3 dlzeylerinin anlamli ylksek
bulunurken, IUGG gelisen grupta goérilen yikseklik anlamli bulunmamistir (146).
Ayrica gestasyonun 11-13 haftalarinda, serumda ylksek duzey PTX3
saptananlarda, erken ddénem preeklampsi gelismesi nedeniyle, maternal risk
faktorleri ve uterin arter doppler ultrasonun yaninda, PTX3 yuksekliginin saptanmasi
plasental disfonksiyonu degerlendirmek icin dnemli ve erken bir belirte¢ olabilecegi
dusundlmastir (147, 148, 149).

Tip 1 Diabetes Mellituslu gebeler ile saglikl gebelerdeki PTX3 dizeylerinin
karsilastirildigi baska bir ¢calismada ise PTX3 duzeyleri, Tip 1 Diabetes Mellituslu
gebelerde anlamli duzeyde yukseklik saptanirken, ayni zamanda nefropatisi
onceden var olanlarda daha yuksek bulunmustur. Ayrica belirgin dizeyde yiksek
saptanmis olan grupta, sonradan preeklampsi gelismesi nedeniyle preeklampsinin

erken tanisinda énemli bir belirte¢ olabilecegi dustintlmustur (150).

Assi ve ark.’nin yaptigi (151) farkl bir calismada ise plazma ve vajinal PTX3
dizeyleri degerlendirildiginde, spontan preterm dogum, uteroplasental damar
anormallikleri, fibrinoid nekroz, abrupsiyon, villus infartisii veya fibrinozis ve
hipovaskularite varligi gibi plasental vaskulopati durumlarinda da artmig olarak

saptanmistir.
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Bu konu ile ilgili literatlirde yayinlamig caligmalarda elde edilen veriler PTX3
preeklampsi iligskisini aciklamaya yonelik toparlandiginda; gebeligin onemli bir
komplikasyonu olan preeklampside, maternal-fetal immun toleransin parsiyel
bozulmasiyla, yetersiz trofoblast invazyonu olugsmakta (152) ve buna bagl yetersiz
plasentasyon gorilmektedir (145,146). Plasentanin perfizyonunun bozulmasiyla
hipoksi iligkili trofoblast 6limu ve inflamatuar faktérlerin salinimi gergeklesmektedir.
Bu inflamatuar durum, endotelyal disfonksiyona neden olmakta ve hastaligin klinik
bulgulari ortaya ¢ikmaktadir (143, 155). PTX3'ln, dlen veya apoptotik hicrelere
baglanarak immun yaniti baskilama goérevi nedeniyle, preeklampsili hastalarda
gorilen PTX3 diuzeylerindeki artig, hasarli plasentaya karsi artmis immunolojik bir

yanitin gostergesi oldugu disitnitlmektedir (155).

Literatirde yer alan, tekrarlayan gebelik kaybi, PTX3 iligkisinin arastirildigi
tek galisma lbrahim ve ark calismasidir. Bu calismada abortus nedeniyle gebelik
terminasyonu ic¢in basvuran, primer tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalar ile ayni
gebelik haftasindaki en az bir saglkh canli dogumu olan gebelerde kan PTX3
degerleri karsilastiriimistir. Bu karsilastirma neticesinde, iki grup arasinda yas ve
diger demografik bilgiler acisindan istatistiksel anlamlilik saptanmamigtir. Bununla
birlikte, caligmada plazma PTX3 duzeyleri, tekrarlayan kaybi olan olgularda anlamli
dizeyde yuksek saptanmistir. Hasta grubunda PTX3 dizeyleri ile daha énceki
gebelik kaybi sayisi ile pozitif korelasyon saptanirken kontrol grubunda herhangi bir

korelasyon saptanmamistir.

Calismamizda ise literatiirde ilk kez, nedeni agiklanamamis tekrarlayan
gebelik kaybi olan olgularda plasenta ve endometrium klretaj materyalinde yani
doku dizeyinde PTX3 calisilarak, normal gebelikte en ylksek diizeyde oldugu
disunulen term plasenta ile karsilastiriimistir. Hasta grubundaki PTX3 ekspresyonu
kontrol grubuna gore 116 kat fazla gbézlenmistir (p=0.0001). Bu durum,
immunhistokimyasal olarak da gdsterilmistir (p=0.0001). PTX3 ekspresyon artisi ile
yas, Onceki disik sayisi, mevcut distigin haftasi ve énceki canli dogum sayisi

arasinda istatistiksel anlamli herhangi bir korelasyon bulunmamistir.

Nedeni aciklanamamis tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda PTX3
ekpresyon artisinin saptanmasi ya anormal immunolojik slrecin dolayh bir
gostergesi ya da PTX3 ‘Un gebelik kaybina direkt kendisinin etkisi nedeniyle oldugu

dusundlebilir.
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Normal gebelikte apoptoz implantasyon bolgesindeki trofoblastlarda,
plasentanin uygun sekilde buyumesi ve fonksiyonu igin dusik dizeyde mevcuttur
(157, 158). Apoptotik sinsityal nikleer agregatlar ve trofoblast debrisleri, sistemik
maternal sirkulasyona surekli olarak dokilmekte ve uterin NK hucreler, monosit ve
makrofajlar bunlari temizlemekte, bdylece desidua, trofoblast invazyonunu
arttirabilmek igcin yeniden yapilandiriimaktadir (159). Bu nedenle, desidua ve
plasental villuslarda hiicre proliferasyonu ve apoptoz denge halindedir. Fagositler
tarafindan apoptotik hiicre ve materyallerin hizli ve etkili temizlenmesi gereklidir.
Aksi halde nekrozla komplike olarak, 6len hicrelerden proinflamatuar igerigin
salinimi ve bunu izleyen hicre butinligunin kaybi, inflamatuar hicrelerin
aktivasyonu, endotelin aktivasyonu ve doku hasari gergeklesir (160). Bu surecte
herhangi bir bozukluk, patolojik gebeliklere ve spontan abortuslara neden olmaktadir
(161). Son yillarda, spontan abortus ve aciklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi ile

hiicre apoptozisi arasindaki iliskiyi gosteren ¢alisma sayisi artmaktadir (162, 163).

Calismamizda saptadigimiz nedeni aciklanamayan tekrarlayan gebelik
kayipli ve daha o6nce canli dogumu olmayanlardaki PTX3 ekspresyonunun
( 0,000153 (0,00000 - 0,00334)), canli dogumu olan tekralayan gebelik kaybi olan
olgulara gore (0,000004 (0,00000 - 0,0418)) anlamli diuzeyde yuksek olmasi, yine
apoptoz ile iligkilendirilmigtir. Canli dogumu olmayan olgularda meydana gelen
artmis apoptotik surecin dolayli gostergesi olarak PTX3 ekspresyonunun artmis

oldugu dusunulmektedir.

PTX3 ise, apoptotik hicrelere baglanip bu hicrelerin dendritik hcreler
tarafindan taninmalarini ve fagositler tarafindan temizlenmelerini inhibe ederek
(122,164), C1g’nun apoptotik hlcrelere baglanmasini engelleyerek (165), apoptotik
antijenlerin CD8 + T hicrelerine sunumunu inhibe edip sitotoksik yaniti azaltarak
(123), apoptotik hicrelerde C4BP proteinine baglanip litik C5b-9 birikimini azaltarak
(166), alternatif yolagin regulatéri olan faktér H’nin apaptotik hucrelerin ylzeyine
toplanmasini saglayarak (167) apoptotik suregte modulasyon gorevi Ustlenir. Bu
nedenle spontan abortus veya tekrarlayan gebelik kaybi slrecinde PTX3 artisi,
apoptoz ve anormal inflamatuar duruma karsilik dogal immun yanitin bir pargasi

olarak yiukseliyor olabilir.

PTX3 - apoptoz iliskisi, farkh bircok hastalikta gosterilmistir. PTX3
duzeylerinde artis, romatoid artrit, kiigik damar vaskdlitleri gibi bircok otoimmun

hastalikta go6zlenmistir (168). Bu hastalarin deri biyopsilerinden yapilan
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immunhistokimyasal g¢alismalarda, endotel hicrelerinin PTX3 Uretiminden sorumiu
oldugu ve lokositoklastik vaskiilit bolgelerinde PTX3 ekspresyonunun yiiksek oldugu
gorilmustiar ve PTX3'Un, makrofajlar tarafindan apoptotik polimorfonikleer
I6kositlerin alinimini inhibe ettikleri (169) ve kicuk damar vaskilitinde gozlenen
apoptotik ve sekonder nekrotik PNL’nin yetersiz temizlenmesinde anahtar rol

oynadigi dusunulmektedir (170).

Ayrica calismamizda saptadigimiz tekrarlayan gebelik kaybi olgularinda
PTX3 ekspresyon artisinin abortus surecinde yer aldigi duastnulebilir. PTX3'lUn
apoptotik hicreler zerindeki immunmodulatuar etkisi yaninda, FGF2 Uizerine etkileri
de mevcuttur. FGF2'Un; yara iyilesmesi, inflamasyon, timér blylimesi ve
aterosklerozis sirasinda hticre proliferasyonu, kemotaksisi ve proteaz Uretimini
arttiran 6nemli bir anjiogenik indikleyici oldugu saptanmistir (171). Farelerde
yapilmis calismalarda, hCG artigi ile gebelik endometriumunda diger sitokin ve
blyime faktérleri gibi FGF2 ekspresyonu artmakta ve bunun implantasyon
sirasinda blastokist yapismasini arttirmak icin endometriyal reseptivite sagladigi
dusunulmektedir (172). PTX3 ise, FGF2'ye ylksek afinite ve spesifite ile baglanip,
FGF2 bagli endotelyal hiicre proliferasyonunu ve neovaskularizasyonu inhibe
ederek antianjiogenik bir faktor gibi davranmaktadir. Shirai ve ark.in (173) yaptigi
calismada sistemik sklerozlu hastalarda PTX3 artisi, saglikli gruba goére yuksek
bulunurken, hastaliin komplikasyonu olan pulmoner arteryal hipertansiyon
meydana gelenlerde ise FGF2 dizeyleri ve endotelyal éncl hicre sayimi ise
anlamh dizeyde disuk saptanmistir. Buna goére yiksek PTX3 konsantrasyonlarinin,
pulmoner arteryal hipertansiyon gibi vaskuller problemlerin ortaya ¢ikma olasiligini
arttirabileceg@i vurgulanmistir. Ayrica baska bir ¢alismada ise, PTX3'Un FGF2 iligkili
antianjiogenik etkisi nedeniyle timoér biyumesi ve tumoér anjiogenezini inhibe
edecegi ve buna bagl olarak anti-VEGF kullanip direng gelisen kanserli hastalarda
kullanilabilecegi dusunulmektedir (174). Calismamizda saptadigimiz tekrarlayan
gebelik kaybi olan olgularda PTX3'Un asiri ekspresyonu, bu olasi mekanizmalarla
vaskulariteyi ya da implantasyonu bozarak dusuk surecinde yer aliyor olabilecegini

dusunmekteyiz.

Bu farkli mekanizmalarla yer aldigi1 digstnulen tekrarlayan gebelik kaybi olan
olgularda PTX3 ekspresyon artiginin, abortusun neden oldugu inflamatuar duruma
mi, abortusa neden olan inflamatuar patolojiye mi bagl oldugu yada abortus
surecinde yer alip almadiginin saptanmasi igin konu ile ilgili farkli galismalara ihtiyag

duyulsa da, PTX3 bir ¢cok hastalikta kanitlanmis ¢ok iyi bir akut faz reaktani olmasi
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ve tekrarlayan gebelik kaybi surecinde plasental ekspresyonunun belirgin yuksek
olmasi nedeniyle bu slrecin erken tanisinda kullaniimasinda ve Kklinik sirecin

takibinde fayda saglayacaktir.
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SONUCLAR

Tekrarlayan gebelik kaybi olan vakalarda pentraksin 3 ekspresyon profilinin

belirlenmesi amaciyla yapilan tez calismamiz sonuglarina gore;

¢ Nedeni agiklanamamis tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda plasenta ve
endometrium kuretaj materyalindeki PTX3 ekspresyonu ile maternal yas,
onceki disik sayisi, mevecut dustgun haftasi, dnceki canli dogum sayisi,
immunohistokimyasal analiz sonuglari, immunohistokimyasal analizde
ekstravilloz trofoblast, desidua, endotel, villoz stroma bolgeleri acisindan
hiicresel boyanma dagiiimi arasinda istatistiksel anlamh herhangi bir
korelasyon saptanmamis olup; normal gebelikte en yiuksek dizeyde oldugu
dusunulen term plasenta ile karsilastirilmis ve ekspresyon dizeyinin anlaml

sekilde 116 kat fazla oldugu gozlenmistir.

e Bir ¢ok hastalikta kanitlanmis ¢ok iyi bir akut faz reaktani olan PTX3, nedeni
aciklanamamis tekrarlayan gebelik kaybi olan olgularda da plasental
ekspresyonunun belirgin ylksek bulunmasi nedeniyle, gebelik kaybi
surecinin erken tanisinda ve klinik strecin takibinde énemli bir belirteg

olabilecegi duginulmektedir.

e PTX3 plasental ekspresyon artiginin gosteriimesiyle PTX3-apoptozis yakin
iligskisine bagl olarak tekrarlayan gebelik kaybi patogenezindeapoptozisin
onemi artmis ve mekanizmayi aciklamaya yodnelik daha ileri ¢alismalara

ihtiyac oldugu vurgulanmigtir.
o Ozellikle, PTX3 ekspresyon artiginin abortus sirecinde yer alip aimadiginin

aydinlatiimasi icin PTX3’Un ligandlari Gzerinedaha kapsamh c¢alismalarin

yapilmasi gerektigi belirtiimistir.
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