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1. GIRIS

Tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) 20. gebelik haftasindan 6nce yada 500
gramdan az fetal agirlikla birlikte {i¢ veya daha fazla ardisik gebelik kaybi olarak
tanimlanir ve iireme c¢agindaki kadmnlarin %1’inde goriiliir (1). Cogu embriyonik
veya erken donem kayiplaridir. Gebeligin sik goriilen bir komplikasyonudur ve

klinik olarak kabul edilen tiim gebeliklerin yaklasik %15°¢ini etkilemektedir (2).

TGK olan ¢iftlerin bir kisminda gebelik kaybinin devamli ve belli bir nedeni
bulunmaktadir. Ancak tim degerlendirmelere ragmen olgularin %50°’sinde altta
yatan neden tespit edilememektedir. Bir kez spontan gebelik kayb1 %20, iki kez pes
pese spontan gebelik kayb1 %4, li¢ kez pes pese spontan gebelik kaybi ise %0.8
oraninda ger¢eklesmektedir (3).

Tanimda ii¢ veya daha fazla gebelik kaybi olsa da, iki gebelik kaybi sonrasi
en azindan degerlendirmenin dikkate alinmasi konusunda goriis birligi vardir. Sebebi
ise iki diislikten sonra gebelik kayb1 riskinin ii¢ diisiik sonrasi kayip oraniyla benzer
olmasidir. Amerikan Ureme Tibbi Dernegi (ASRM), TGK’nn, sonografi veya
histopatolojik inceleme ile dogrulanmis, iki veya daha fazla sayida klinik gebelik
kaybi1 olarak tanimlanmasini 6nermistir (4). Ayrintili inceleme ii¢ gebelik kaybindan
sonra kesin gereklidir ve eslik eden fertilite azlig1 olan giftlerde tedaviye ise daha

erken baslanilmalidir (5).

Etyolojide diisiiniilen birgok neden vardir, ancak {i¢ tanesi genel anlmada
kabul gormektedir: parenteral kromozom anomalileri, antifosfolipid antikor
sendromu (AFAS) ve baz1 uterin anomalilerdir. Diger diisiiniilen ancak
kanitlanamamis nedenler ise, alloimmiinite, endokrinopatiler, ¢evresel toksinler ve

cesitli enfeksiyonlardir.

Reaktif oksijen tiirleri (ROT) diger adiyla serbest radikaller metabolik ve
fizyolojik siireglerde {iretilir, sonucunda organizmada zararli oksidatif reaksiyonlar
meydana gelebilir. Oksidan / antioksidan denge, oksidatif taraf lehine kayar. Son
yillarda hiicre diizeyinde meydana gelen bu hasarin diisiiklere sebep olabilecegi

diisiiniilmiis ve bunun i¢in ¢esitli aragtirmalar yapilmistir.



Transient Reseptor Potensiyel (TRP) katyon kanallari son 20 yil igerisinde
kesfedilmis olup, tireme fonksiyonlar1 iizerinde de birgok etkileri vardir (6). Bir
kistm TRP kanallar1 ROT ile aktive olmaktadirlar. Sitozole ROT aracili TRP kanal
aktivasyonu ile asir1 Ca*? (kalsiyum iyonu) girmesi apopitozis ve DNA tahribi gibi

bir¢ok hiicre 6liimciil siireglerini baslatmaktadir.

Oksidatif stres plasental apopitozisin direk uyaricisidir (7). Oksidatif strese
yanit olarak ortaya ¢ikan apopitozisin ve trombosit sitozoliine kalsiyum iyonu
akisiin trofoblast hiicrelerinin Oliimiine ve koagiilasyon defektlerine yol acgtigi
goriilmiistiir (8). Oksidatif stres sonucu ortaya ¢ikan apopitozisin plasental
disfonksiyonuna neden oldugu ve bunun da tekrarlayan diisiiklere sebep olabilecegi

bildirilmistir (9).

Bu c¢alismamizda TGK klinik ve laboratuar olarak kanitlanmis, trombofili
0zgecmisi olan, iki ve daha fazla sayida 20. gebelik haftasindan 6nce gebelik kaybi
olan kadinlar ele alimmistir. Trombofili nedeniyle TGK yasayanlarda TGK

olusumunda;
1) Oksidatif stresin etkisi,

2) Oksidatif strese yanit olarak ortaya c¢ikan apopitozisin ve trombosit

sitozoliinde Ca*? akisinin 6nemi,

3) Tedavide kullanilan diisiik molekiil agirlikli heparinin (DMAH) gebelik
oncesi kullanimi ile oksidatif stres, apopitozis ve trombosit sitoplazmasina
TRPM2 ile TRPV1 kanallari aracili kalsiyum akisi iizerindeki etkileri,

4) Klinik veriler tizerine etkisinin arastirilmasi planlandi.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplari

TGK Kklasik tanimi; en az 3 kere ardisik gergeklesen 20. gebelik haftasinin
veya 500 gramin altinda fetal agirlikla birlikte olan gebelik kayiplaridir. Ancak
taniminda tam bir goriis birligi bulunmamaktadir. Iki veya daha fazla sayida klinik
olarak ispat edilmis intrauterin gebeligin kaybi (4) veya ili¢ veya daha fazla
intrauterin olma zorunlulugu olmayan ard arda meydana gelen gebeligin kayb1 (10)

seklinde farkli tanimlamalar bulunmaktadir.

TGK hikayesinde canli dogum ile sonuglanan gebeliklerde bulanabilir ve

TGK’lar ii¢ ana grup i¢inde incelenebilir:

1. Primer TGK: 20. gebelik haftasindan once ard arda ii¢ veya daha fazla

sayida gebelik kaybi olan ¢iftin hi¢ canli dogumunun olmamasidir.

2. Sekonder TGK: Ug veya daha fazla sayida ard arda gebelik kayb: olan
ciftin bu gebeliklerinden en az bir tanesinin 20. gebelik haftasi lizerinde
canli dogum ile sonuglanmis veya daha az c¢ogunlukta 6lii dogum ve

neonatal kayip ile sonug¢lanmis olmasidir.

3. Tersiyer TGK: Canli dogumu olan ¢iftin, bu dogum sonrasinda olan en az

ic kez pes pese gebelik kaybi olmasidir.

Ultrasonografik ve histopatolojik yolla gosterilmis tiim gebeliklerin yaklasik
%15’inde sporadik gebelik kaybi yasanmaktadir. Bu kisilerin %5’inden azinda
ardisik iki gebelik kaybi, %1’inde ise li¢ veya daha fazla sayida gebelik kaybi

olabilecegi ongoriilmektedir (11).

Diisiiklerin %80’den fazlas1 gebeligin ilk 12 haftasi icinde gerceklesmektedir.
Bu kayiplarin en sik nedenini %50-75 orani ile fetal kromozomal anomaliler
olusturmaktadir (12). Abort materyallerinin genetik incelemesinde ilk trimester
gebelik kayiplarinin yaklasik %350°’sinde, ikinci trimester kayiplarmin %30’unda,
lclincli trimester kayiplarinin  %3’linde kromozomal anomalilerin bulundugu

goriilmektedir (13).



2.1.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplarinin Etiyolojisi

TGK olgulariin %50’sinde gecerli bir etyoloji vardir ve bu grubun tedavisi
yapilabilmektedir. TGK degisken komponentler igeren bir durumdur ve TGK’nin
varsayilan bir¢ok nedeni vardir. Genel anlamda yaygin bigimde kabul géren nedenler
anatomik, immiinolojik, genetik, endokrin, enfeksiydz, trombofilik ve cevresel
faktorlerdir. Rodger ve arkadaslari tekrarlayan diisiiklerin nedenlerini su sekilde

smiflandirmislardir (14):
1. Hemostaz bozukluklarina bagli hematolojik nedenler: %53
2. Anatomik nedenler: %15
3. Endokrin nedenler: %15
4. Kromozomal anomaliler: %17
5. Enfeksiydz, immiinolojik ve ¢evresel faktorler: %10

2009 yilinda Kwak-Kim ve arkadaslarinin yayinlarinda yaptiklart detayh
smiflandirma daha genis kapsamlidir (Tablo 1) (15).



Tablo 1. Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojisi (15).

Etiyoloji

Hastahk

Epidemiyolojik

Hasta yas1
Hastanin iireme oykiisii

Beslenme

Hiperhomosisteinemi
Folat eksikligi
Vitamin B12 eksikligi

Jinekolojik

Servikal yetmezlik

Myoma uteri

Uterus yapisal bozukluklar1 (uterin septum, uterus didelphis, bikornuat uterus)
In uteo DES maruziyeti

Primer endometrial bozukluk (Asherman send., endometrial fibrzis)

Enfeksiyon

Ureoplasma urealyticum
Mycoplasma hominis
Toxoplasmosis
Cytomegalovirus
Listeria monocytogenes
Parvovirus B19

Endokrin

Hipertroidizm

Hipotroidzm

Diabetes mellitus

Hiperglisemi ve insiilin rezistansi
LH hipersekresyonu
Hiperprolaktinemi

Polikistik over sendromu

Genetik

Fetus veya diisiik materyaline ait kromozomal anomaliler
(dengelitranslokasyonlar,

inversiyon)

SYCP3 gen mutasyonu

Oosit mitokondri mutasyonu

HLA G polimorfizmi

Sitokin gen polimorfizmi

TNF-a gen polimorfizmi

IFN-y gen polimorfizmi

IL-1 B gen polimorfizmi

IL-1 reseptor antagonist polimorfizmi
IL-6 gen polimorfizmi

IL-10 gen polimorfizmi

TGF-B gen polimorfizmi

Immunolojik
otoimmiin

Antifosfolipid antikor sendromu
Otoimmiin tiroiditis

Romatoid Artrit

SLE

Sjogren hastaligi

Behget hastaligi

Otoimmiin trombositopenik purpura
Otoimmiin hemolitik anemi
Miyastenia Gravis

Ig M gamopatisi

Alloimmiin

Rh uyusmazligi
ABO uyusmazligi

Hematolojik

Trombofili (akkiz ve konjenital)
Homozigot orak hiicreli anemi




Tekrarlayan kayiplar baz1 kadinlarda ayn1 gebelik haftalarina yakin zamanda

gerceklesmektedir ve gebelik kayiplarinin zamanlamasi bazi ipuglar1 verebilir (16).

Erken gebelik kayiplarinda genellikle genetik faktorler rol alirken, otoimmiin veya

anatomik nedenler daha ¢ok ge¢ gebelik kayiplarina yol agar (17).

2.1.1.1. Epidemiyolojik Faktorler

2.1.1.1.1. Anne Yasi

Anne yast ve Onceki diisiik sayisi gerceklesecek gebelik kayiplart ic¢in

bagimsiz risk faktorleridir (18).

Ilerleyen anne yasi ile beraber artan anormal

kromozomlu gebelikler ya da azalan uterus ve over fonksiyonlar1 nedeniyle diisiik

riski artmaktadir. Anne yasinin 40°in Ustiinde olmasmin diisiik i¢in risk faktorii

oldugu saptanmustir (12).

Tanimlanmis gebeligi olan kadinlarda anne yasi ile gebelik kaybi riskine

bakildiginda (19);

Tablo 2. Anne yasina gore siiflandirilmig diisiik oranlari.

Yas Toplam gebelik sayisi Diisiik oran1 (%)
20-24 350395 9
25-29 414149 11
30-34 235049 15
35-39 93940 25
40-44 25132 51
>45 1865 75

2.1.1.1.2. Ureme Oykiisii

Ik gebelikte gebelik kaybr riski %11 ile %13 arasindadir (11). Ardisik

gebelik kaybindan sonra gebelik kaybi riski daha da artmaktadir. Risk ii¢ ardisik

gebelik kaybindan sonra yaklagik %40’lara ulasacak sekilde yiikselir (20). Daha

onceki gebelik kayiplari ile baglantili olarak tekrar diisiik yapan kadinlarin yiizdesi

Tablo 3’de gosterilmistir (21).




Gebelik kaybmin nedeni diisiik riskini etkilemektedir. Ornegin 22:22 traslokasyon
tastyicilarinin  gebeliklerinin tamami olumsuz etkilenirken, 13:14 translokasyon
tasiyicisi kadinlarda ise bu oran %25’ler civarindadir.

Tablo 3. Spontan diisiik olasiliklari.

Daha Onceki Diisiiklerin Saysi

0 1 2 3+
Stevenson ve ark. (1959) (%) 163 192 22
Warburton ve Fraser (1964) (%) 12.3 26.2 32.2 30.2
Leridon (1956) (%) 15.2 22.0 35.3
Poland ve ark. (1977) (%) 19.0 35.0 47.0
Naylor ve Warburton (1978) (%) 11.0 20.3 29.2 37.0
Shapiro ve ark. (1970) (%) & &”
Awan (1974) (%) 10.4 22.1 27.4
Prospektif Calismalar 13.8
Boué ve ark. (1975) (%)
Harger ve ark. (1983) (%) 17.4 29.2
Fitzsimmons ve ark. (1983) (%) 31.3 45.7
Regan (1988) (%) 5.6 115 29.4 36.4

2.1.1.1.3. Beslenme; Hiperhomosisteinemi, Vitamin B12 ve Folat
Eksikligi

Metiyonin metabolizmasinda Homosistein (Hyc) ara metabolit olarak olusur.
Normal aclik plazma total Hyc konsantrasyonu 5-15 pumol/L (Mikromol/Litre)’dir.
15umol/L’den yiiksek olmasina hiperhomosisteinemi denir. Besinlerle alinan
metiyonin devamli olarak S-Adenozil metiyonin (SAM) iizerinden Hcy’e doniisiir.
Hcy metabolizmasinda metiyonin sentaz ve metiltetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR)
enzimleri rol oynar. MTHFR enziminin fonksiyon bozuklugunda, Vit (vitamin) B12
ve folat eksikligine yol acacak bu metabolizma bozulmakta ve homosisteinin kanda
seviyeleri yiikselmektedir. Yiiksek Hyc diizeyleri; net olarak acgiklanamasa da ROT
olusumu, endotelyal toksisite, trombositlerin artmis adezyonu, pihtilasma

faktorlerindeki degisiklikler ve azalmis adenozin iiretimi gibi faktorlere neden olarak




vaskiiler yatakta hasarlanma yapmaktadir. Bu durum plasentasyon asamasindaki

vaskiiler direng ve trombozlari agiklamaktadir (22).

2.1.1.1.4. Maternal Enfeksiyonlar

Bir¢ok maternal enfeksiyon (viral, bakteriyel, zoonotik ve fungal) teorik
olarak TGK nedeni olabilmektedir. Bakteriyel vajinoz, Mycoplasma ve Chlamydia
trachomatis infeksiyonlarmin ise TGK ile iliskisi arastirilmis fakat net bir iliski

gosterilememistir (12).

2.1.1.2. Kromozomal Anomaliler

TGK’larin sadece %?2-4’tinden sorumlu olsa da tim derlemeler ve
kilavuzlarda genetik sebeplerin degerlendirilmesi ve arastirilmast 6nemli bir basmagi

olusturmaktadir.

Aciklanamayan TGK olan kadinlarin birinci derece akrabalarinda da TGK
riskinde artig goriilmektedir. Bu durum ortak HLA (human 16kosit antijen) tiirleri,
koagiilasyon defektleri, immiin sistem bozukluklar1 veya diger tanimlanamamis

faktorlerle iliskili olabilir (23).

Onceki gebelik kaybr sayisi arttikca andploidi riskinde de artis olmaktadir
(24). Ancak hangi anormalliklerin niiksetme olasiligini belirleyebilmek i¢in daha

ileri caligmalara gereksinim duyulmaktadir.

Sporadik gebelik kayiplarinin biiyilk ¢ogunlugundan fetusa ait kromozom
anormallikleri sorumludur. Bunlarin %90°’nindan fazlas1 sayisal anomalilerdir. Geri

kalan kisminda ise yapisal anomaliler ile mozaisim goriilmektedir (25).

Gebelik kayiplarinin %80’ ninden fazlasi erken donem gebelik kayiplaridir ve
vakalarin %53’linde kromozom anomalisi saptanmaktadir. Andploidiler arasinda en
sik goriileni trizomilerdir. Trizomiler siklik sirasina gore trizomi 16, 13, 18 ve 21°dir.

Abort materyallerinde saptanan kromozom anomalilerine Tablo 4’te yer verilmistir.

TGK olan kadinlarin abort materyalleri incelendiginde %70-75’inde

anembriyonik gebelik ve embriyonik anomali tespit edilmistir. 233 missed abort



olgusunun incelendigi bir ¢alismada 200’linde anensefali, ensefalosel, spina bifida,

sindaktili, polidaktili gibi fetal anomaliler saptanmistir (25).

Tablo 4. Abort materyallerinin kromozomal yapisi.

Kromozamal yap1 Insidans (%)
Normal (46 XX, 46 XY) 46
Anormal 54
Otozomal trizomi 31
Monozomi X (45 X) 10
Triploidi 7
Tetraploidi 2
Diger 4

TGK degerlendirilmesinde herhangi bir dengeli yapisal kromozomal
anormalligin varligi yoniinden c¢iftlere periferal karyotiplendirme yapilmalidir.
Ciftlerin %2 ile %S5’inde dengeli resiprokal translokasyonlar veya Robertsonian
translokasyonlar izlenmektedir (10). Bu anomalilerin saptanmasi; tedavi
algoritmasinin belirlenmesi ve tedavi giderlerinin azaltilmasi agisindan bilyiik 6nem

tasir.

2.1.1.3. Anatomik Nedenler

Edinsel ve konjenital uterin anomaliler TGK’nin yaklasik %10 ile 50’sinden
sorumludur (26).

Konjenital uterin anomaliler tiim kadinlarin %7’sinde goriilmektedir ve bu
anomaliler TGK olan kadinlarin %10 ile 15’inde mevcuttur (27). Gebelik kaybi,
uterin septumdaki vaskiilaritenin azalmasi, inflamasyonun artmasi veya steroid
hormonlarina duyarliligin azalmasi nedeniyle uterus distansiyonunun bozulmasi veya

anormal implantasyon ile iligkili olabilir (28).

Uterus septum, TGK ile iligkili en sik goriilen konjenital anomalidir ve major
uterin anomalilerin %80-90’nin1 olusturmaktadir (29). Tedavi edilmeyen septat

uterusu olan kadinlarda gebelik kaybi oran1 %60°dan fazladir ve fetal sagkalim %6




ile 28 arasindadir (27). Septum ne kadar uzun olursa prognoz o kadar kotii

olmaktadir.

Septumun gebelik kaybina neden oldugu mekanizma net bir sekilde
aciklanamamistir ancak septumun vaskiilariyeti bozmasina bagli anormal gelisen

implantasyon olasi neden olarak diisiiniilmektedir (30).

Uterin myomlar yerlesim yerlerine ve biiyiikliiklerine gore gebelik kaybina da
neden olabilecek sorunlara yol acabilmektedir. Bu durum myomlarin endometrial
kaviteye torsiyonu sonucu olusan anormal implanyasyon, anormal vaskiilarizasyon,
endometrial inflamasyon veya artan sitokin {iretimi gibi faktorler ile
aciklanabilmektedir (31). Gebelik kayb1 ile myomlar arasindaki iliskiyi net agiklayan

yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir.

Endometrial polipler ile TGK arasindaki iligkiyi gosteren higbir veri

bulunmamaktadir.

Servikal yetmezlik daha ¢ok tekrarlayan ikinci trimester kayiplarinin nedeni

olup erken donem gebelik kayiplarina yol agmaz.

Ostrojen ve progesteron endometriumu gebelige hazirlayan hormonlardir.
Normal endometrial reseptivite embriyonun kabulili, implantasyon, invazyon ve
plasentanin gelisimine izin verir. Endometrial reseptivitedeki bu bozukluklar

aciklanamayan infertilte ve TGK’ya neden olmaktadir.

Gebelik kaybi1 olan hastalarda intrauterin sinesi, myomlar ve uterin poliplerin
yonetimi tartigmalidir ve cerrahi tedavinin sonuclari diizelttigine dair kesin kanitlar

bulunmamaktadir.

2.1.1.4. Endokrin Faktorler

Saglikli bir gebelik endokrin faktorlerin kontroliindedir. Endokrin faktorler
TGK’larin %15 ila 60°n1 olusturmaktadir.

Pregestasyonel kontrolsiiz diyabet maternal, fetal ve yenidogan déneminde
olumsuz etkiler dogurmaktadir. Ayrica konjenital malformasyon ve spontan abortus

riskini de arttirmaktadir (32).
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Birgok c¢aligma gebeligin erken donemlerindeki yiiksek hemoglobin A1C
degerlerini (6zellikle %8’in {istliinde) diisiik ve konjenital malformasyonlarin artisi ile

iliskilendirmislerdir (33).

Kontrolsiiz diyabeti olan kadinlarda artmis riskin, hiperglisemi, anne ait
vaskiiler hastalik ve muhtemelen immiinolojik faktorlere sekonder oldugu
diisiiniilmektedir. lyi kontrol altindaki diyabetik kadinlarda ise gebelik kaybi riski
yoktur (34).

Tiroid hormonlar1 gelisen fetusun varligi igin elzemdir. Fetusun 12. gebelik
haftasinin sonuna kadar tiroid bezleri gelisimi tamamlanmaz. Annede yeterli tiroid
hormon diizeyi saglanamaz ise gebelik kaybi meydana gelir. Gebelik tanisi alan

kadinda tiroid hormonlarinin en kisa zamanda degerlendirilmesi 6nemlidir.

Baz1 ¢alismalar, otiroid olan kisilerde dahil olmak {izere artmis serum tiroid
antikor konsantrasyonlarina (tiroid peroksidaz veya tiroglobulin) sahip kadinlarda
fetal kayip oraninin arttigini  gostermistir (35). Tiroid otoimmiinitesi ayrica

agiklanamayan infertilite ve implantasyon basarisizligi ile iliskilendirilmistir (36).

Kotii kontrollii tiroid hastaligi (hipo veya hipertiroidizm) infertilite ve gebelik
kaybiyla iligkilidir. Fazla tiroid hormonu maternal metabolik islev bozuklugundan

bagimsiz olarak diisiik yapma riskini arttirir (37).

Polikistik over sendromu (PCQOS), infertilite ve gebelik kaybi ile iliskilidir.
PCOS’lu kadinlarda gebelik kaybi orani, genel obstetrik populasyona gore %20 ila
40 arasinda daha yiiksek olabilir (38). Bu hastalarda TGK mekanizmasi
bilinmemekle birlikte serum Liiteinizan Hormon (LH) diizeylerinin yiikselmesi,
yiiksek testosteron ve androstenedion konsantrasyonlart (endometriyumu olumsuz
yonde etkileyebilir) veya insiilin direnci ile iliskili olabilir (39). PCOS’lu kadinlarda
goriilen seks hormonu anormallikleri, prematiir veya gecikmis ovulasyona, kot
endometrial reseptiviteye ve prostaglandinlerin ve overyan biiyiime faktorlerinin

sentez ve saliniminda bozulmalara neden olabilir (40).

Normal prolaktin diizeyleri gebeligin erken donemlerinde 6nemli bir rol
oynayabilir. Yapilan bir caligmada diisiik yapan kadinlarda prolaktin diizeyleri
gebeligin erken donemlerinde belirgin olarak yiiksek bulunmustur (41).
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Progesteron basarili bir implantasyon ve gebeligin devami i¢in gereklidir.
Dolayisiyla bozulmus progesteron iiretiminin gebelik basarisini  etkilemesi
muhtemeldir. Luteal faz yetmezligi korpus luteumun fonksiyonundaki bozuklugu
ifade eden yetersiz progesteron salinimi ile giden bir durumdur. Bundan dolay1
progesteron eksikligi TGK’lara neden olabilir. Luteal faz yetmezliginin tanisi ve
tedavisine yonelik henliz bir gorlis birligi olusmamistir. Serum progesteron
konsantrasyonlar1 gebelik sonuglar icin prediktif olarak diisiiniilmezken, erken
diisiikleri 6nlemek i¢in eksojen progesteron takviyesinin kullanilmasini destekleyen

biiyiik ¢aligmalar bulunmamaktadir (42)

2.1.1.5. Immiinolojik Faktorler

Yetman ve arkadaslarinin yaptiklari metaanalizde TGK olan 1000°den fazla

kadinin %15’inde otoimmiin faktorlerin bulundugunu bildirmislerdir (43).

Normal bir gebeligin olusumundaki her adim gibi gebelik kayiplarinda da
immiinitenin muhtemel bir yeri oldugu iliskilendirilmistir. Hem otoimmiin hem de
alloimmiin mekanizmalarin gebelik kaybi patofizyolojisinde etken oldugunu
bildirmislerdir. Bir annenin semiallogenik konseptini tolere etmesine izin veren
mekanizmalar 1y1 tamimlanmamis oldugundan iireme basarisizlifinda anormal

immiinolojik faktorlerin roliinii degerlendirmek zordur (44).

2.1.1.5.1. Antifosfolipid Antikorlar

Bazi otoimmiin hastaliklar kotii obstetrik  sonuglarla iligskilendirilmistir.
Ancak antifosfolipid sendromunda (APS) gebelik kaybinin varligi hastaligin tani
olgiitlerinde bir kriterdir. TGK olan hastalarin %5 ila 15’inde AFAS vardir (45).

AFAS, antifosfolipid antikorlarinin (aPL) varliginda vendz veya arteriyel
tromboz ve / veya gebelik kaybiyla karakterize sistemik bir otoimmiin bozukluktur.
Primer olarak ortaya ¢ikabilecegi gibi sistemik lupus eritematosus (SLE) veya baska

bir sistemik otoimmiin hastalik ile de ortaya ¢ikabilir.
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AFAS, ilk defa arter ve venlerinde tromboz Oykiisli olan, antikardiyolipin
antikorlart (ACA) pozitif olan SLE’li bir hastada tanimlanmistir. Bu kadinlarda
TGK’da sik olarak goriilmektedir.

Antifosfolipid antikorlar (aPL) toplumda belli oranda goriilmektedir. TGK
etyolojisinde klinik 6nemi olan ii¢ aPL tipi; lupus antikoagiilan (LA), antikardiolipin
antikorlar (ACA) ve anti beta-2 glikoprotein 1’dir. Obstetrik popiilasyonda ACA
prevalanst %2.2-9.1, LA prevalansi ise %0.3 olarak bulunmustur (46). SLE’li
hastalarin yaklasik %40’inda aPL mevcuttur ve bu antikorlarin tromboz olusumu ve
gebelik  komplikasyonlarinin ~ ortaya  ¢ikmasinda  etkili  oldugu  goriisii

diistiniilmektedir (47).

TGK olan olgularin %5 ile 15’inde AFAS vardir. AFAS’l1 kadmlar
gebeliklerinde preeklampsi ve plasental yetmezlik gelisimi agisindan da biiyiik risk
altindadirlar. Yapilan bir calismada intrauterin gelisme geriligi olan fetuslarin
annelerinde yaklagik %25 oraninda aPL saptanmistir (48). Bu gebelikler TGK
disinda preeklampsi, plasental yetmezlik ve intrauterin gelisme geriligi agisindan da
risk altindadirlar. Antifosfolipid sendromunun gebelikteki komplikasyonlarina Tablo

5’te yer verilmistir.

AFAS’Im en sik goriilen ve ciddi komplikasyonu vendz ve arteryal
trombozlardir. Trombozlarin %65-70’1 vendz tromboz seklindedir. Arteryal tromboz
olarak ise santral sinir sistemi etkilenmektedir (49). AFAS’li gebelerde vendz

tromboemboli genel populasyondan daha yliksek oranda bulunmustur.

Tablo 5. Antifosfolipid sendromunun gebelikteki komplikasyonlari (50).

Maternal Fetal
- Tromboz: vendz,arteryel veya kapiller | - TGK
- Erken baslayan preeklampsi/eklampsi - Intrauterin Gelisme Geriligi (IUGR)
- HELLP sendromu - Preterm dogum
- Intrauterin fetal 6liim/ 6lii dogum

AFAS’da gebelik kaybina neden olan mekanizma fetoplasental dolasimin
bozulmast ve trofoblast gelisiminin yetersiz olmasidir. aPL prevelans1 saglikli
kadinlarda %5 iken TGK olan kadinlarda bu oran %20 olarak bulunmustur (51).

aPL’lar1 olan 76 kadii inceleyen bir ¢alismada disiiklerin yaklasik yarisinin 10.
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gebelik haftasindan sonra oldugu goriilmiistiir. Normal populasyonda ise bu oran

%10 olarak bulunmustur (51).

AFAS’1n simiflandirilmasi ilk olarak Japon arastiric1 Saporro tarafindan 1998
yilinda yapilmistir. 2006 yilinda bir panelde bu siniflandirma giincellenmistir. Tani
klinik kriterlerden bir tanesinin ve kandaki antifosfolipid antikorlarin pozitifliginin

12 haftalik araliklar ile alinan iki 6rnekte pozitif olmasi ile konulmaktadir (52):
Ug kez 10 haftanin altinda gebelik kayb1 veya
* Bir kez 10 hafta veya lizerinde gebelik kayb1 veya

» 37 haftadan 6nce doguma neden olan ciddi preeklampsi, IUGR veya

dekolman varligi

2.1.1.5.2. Non-aPL Faktorler

ANA (anti niikleer antikor)’larin TGK oOykiisii olan hastalarda yiiksek
diizeyde saptanmasi farkli otoimmiin nedenlerin de olabilecegini diisiindiirmektedir
(53). TGK olan hastalarin yaklasik %31’inde tiroglobulin antikorlar1 ve tiroid
peroksidaz antikorlar1 pozitif saptanmigtir. Anti-tiroglobulin ve anti-peroksidaz
antikorlar1 normal gebelik Oykiisii olan hastalarin ise %10-18’inde pozitif
saptanmistir. Trofoblastik mononiikleer hiicrelerin endovaskiiler gécili implantasyon
asamasinda goriilmiistiir ve bu go¢ antiendotelial hiicre antikorlar1 ile inhibe edilip

fetal kayiplar ile sonuglanabilir (54).

2.1.1.5.3. Diger Immiinolojik Faktorler

Allogeneik faktorler, transplant alicilarinda greft reddi ile benzer bir
mekanizma ile tekrarlayan gebelik kayiplarina neden olabilir. Blastokist gelisimsel
acidan normal ve saglam ise embriyo tamamen trofoblast hiicreleri tarafindan
korunmaktadir. Bazi gebeliklerde ise blastokist genetik olarak deforme olmus ve
tamamen bozulmamistir. Sonu¢ olarak paternal olarak tiiretilen antijenler maternal

bagisiklik sistemine maruz birakilir ve bu da bir greft reddine yol agar.
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TGK olan vakalarda sekonder immiin yanitinin erken kayiplara neden oldugu
diistiniilmektedir. TGK olan kadinlarda embriyolara immiinolojik koruma saglayan
esansiyel kompleman proteinlerin uygun sekilde ekspresyonunun olmamasi fetal
kayiplara neden olabilir (6rn Mannoz-baglayici lektin, apoptozu indiikleyen TNF
stiper aile tiyeleri, makrofaj Onleyici sitokin 1, Thl / Th2 / Th3 tipi sitokinler ve
HLA-DR, HLA-G veya HLA-E) (55).

2.1.1.6. Hematolojik Nedenler

Gebelikte koagiilasyona egilimde artiy bulunmaktadir. Antepartun ve
postpartum anne Olimlerinin O6nde gelen nedenlerinden biri tromboembolik
olaylardir. Hem gebeligin olusturulmasinda hem de devaminda hemostaz
mekanizmalar1 énemli bir rol oynar. Bazi ¢aligmalarda yazarlar TGK ve trombotik
durumlar arasinda bir iliskinin oldugunu bulmuslardir. Fetal kaybin olugmasinda
diisiiniilen mekanizmalar; trombolitik sistemin engellenmesi, plasental tromboz,
plasental enfarktiis, anormal prostasiklin metabolizmasi ve direkt sitotoksik etkileri
icerir (56).

2.1.1.6.1. Hemostaz, inflamasyon ve Koagiilasyon Sistemi

Hemostaz  sistemleri  kanamanin  kontroliinden  sorumlu  defans
mekanizmalaridir. Damar duvarinda meydana gelen hasar ile baslar, sonrasinda
trombositlerin aktivasyonu, koagiilasyon kaskadi, dogal antikoagiilan ve fibrinolitik
sistemin aktivasyonu ile devam eden siirectir. Koagiilasyon ve inflamasyon
sistemleri ortak kisa yollar ile aktive edilmektedir. Hasarli yiizey ile FXII (Faktor
12)’nin kontakt aktivasyonu ile intrensek yol baslamaktadir. Bu siireci FXI (Faktor
11) ve FIX (Faktor 9)’un aktivasyonu izlemektedir. Sonunda ekstrensek yol ile
birlikte ortak yolun baglangicindaki FX (Faktor 10) aktive olmaktadir (Sekill).

Doku faktorii hasarlanan doku veya damar bdlgesinden agiga ¢ikmaktadir.
Doku faktorii-FVIla (Aktif Faktér 7) kompleksinin etkisi ile FIX aktive olmaktadir.
Ortak yolun ilk basamagindaki FX’un aktivasyonu ile pihtilasma kaskadi baglatilir.
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Hasarlanan damar dokusu sonrasi uyarilan trombositler ¢esitli sitokinlerin,
bliylime faktorlerinin, gesitli proinflamatuar mediatorlerin salinmasina neden olur.
Inflamasyon ve koagiilasyon sistemlerinin birlesiminde doku faktorii ve trombin aktif
gorev yapmaktadir. Lokositlerde ve endotel hiicrelerinde inflamatuar sitokinler doku
faktoriiniin ekspresyonunu saglar. Inflamatuar progeslerin baslatilmasinda FVIIa
yada FXa (Aktif Faktor 10) ile doku faktoriiniin kompleks olusturmasi direk etki
meydana getirir (57).

Dogal antikoagiilanlar arasinda 6neme sahip olan {i¢ tanesi; doku faktorii kisa
yolu inhibit6rii, antitrombin ve Protein C ve S’dir.  Trombin endotelial
trombomoduline baglanir, Protein C ve kofaktorii olan Protein S aktive olur, FVa
(Aktif Faktor 5) ve FVIIla (Aktif Faktor 8) inaktive edilerek koagiilasyon kaskadi
kontrol altina alinir. Bu mekanizmanin ayrica antiinflamatuar rolii de bulunmaktadir

(57).

intrensek Yolak

@) |
e (EéE)
Tissue Factor, Thrombin) @ ) Ekstrensek Yolak
(Evilla) —-l l Doku Faktérii
Fxa) () —— () —— (0
GoS

{Prothrembin) ———————— (Thrombin) }— CHeparin cofactor II {Prothrembin) — (Thrombin) l— (Haparin cofactor Il

(Fibrinogen) (Fibrin}
\(Fxllia]

Cross-linked
fibrin clot

Sekil 1. Koagiilasyon kaskadi (58).

2.1.1.6.2. Gebelik Boyunca Gelisen Koagiilasyon Degisiklikleri

Total Protein S seviyelerinde artan Ostrojene bagh diislis goriiliirken, C4b
seviyelerinde yiikselme olmaktadir. Bu durum gebelikteki koagiilan faktorlerinde
ozellikle de faktor 11, VII, VIII, IX, X ve von Willebrand faktor seviyeleri yiikselise,
Protein S seviyelerinde ise ilk trimesterden itibaren %40-%60’a kadar diisiise neden

olur. Postpartum 3 ay siiresince de diisiik seviyelerde seyretmektedir. Artan Faktor
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V ve azalan Protein S seviyeleri ise aktive olmus Protein C rezistansina neden

olmaktadir (59).

2.1.1.6.3. Trombofili

Trombofili pithtilagmaya egilim durumudur ve bati populasyonunun en az
%15’ini etkilemektedir. Trombofilinin genel anlamda kabul edilmis bir tanimlamas1
yoktur. Yillarca tromboza yatkin hemostaz hastaliklarini tanimlamak igin
kullanilmistir. Daha sonralar1 ise genetik veya akkiz tromboz gelisimine egilim

olarak kullanilmaya baglanmistir.

Bir¢ok yayinda tekrarlayan gebelik kayiplart olan kadinlarda koagiilasyon
defektlerinin kontrol gruplarindan sik oldugunu bildirmislerdir. TGK insidansinda
Faktor V Leiden eksikligi, aktive Protein C rezistansi, protrombin G20210A ve
Protein S eksikligi gibi kalitsal trombofilisi olan kadinlarda artis oldugu goriilmiistiir
ancak diger yazarlar maternal trombofili ile 10. haftadan Onceki gebelik kaybi
arasinda higbir iliski bulamamistir (60). Oysa baska bir ¢alismada partnerlerin birden
fazla genetik trombofilik mutasyonlarmin bir sonraki gebelikte gebelik kaybi riskini

arttirdigini bildirilmistir (61).

Trombofilinin neden oldugu gebelik komplikasyonlar: tekrarlayan gebelik
kayiplari, preeklampsi, intrauterin gelisme geriligi ve ablasyo plasenta olarak

Ozetlenebilir (2).

Trombofililer edinsel ve konjenital olmak iizere ikiye ayrilmaktadir. Tablo

6°da akkiz ve konjenital siniflamas1 gosterilmistir.

17



Tablo 6. Konjenital ve edinsel trombofili siniflamasi.

Konjenital Trombofili Edinsel Trombofili

Faktor V Leiden mutasyonu Malignite

Protein S eksikligi Cerrahi (6zellikle ortopedi)

Protein C eksikligi Travma

Antitrombin eksikligi Gebelik

Disfibrinojenemi Oral kontraseptif

Hiperhomosisteinemi Hormon replasman tedavisi

Nadir hastaliklar Tamoksifen, Talidomid, Lenalidomid
Immobilizasyon

Konjestif yetmezlik

Antifosfolipid antikor sendromu
Polisitemi vera

Esansiyel trombositemi

Paroksismal noktiirnal hemoglobiniiri
Inflamatuar barsak hastaliklar1
Nefrotik sendrom

2.1.1.6.3.1. Faktor V Leiden Mutasyonu

Faktor V plazmada inaktive kofaktor olarak bulunmaktadir ve trombin
tarafindan aktive edilmektedir. Aktive olan Faktor V, aktive Faktor VIII ile birlikte
protrombinin trombine doniistiiriilmesinde kofaktdr olarak rol oynar (Sekil 2).
Leiden mutasyonu; 1691. niikleotid olan Adenin yerine Guanin ge¢mesi ve bunun
Faktor V’in 506. pozisyonundaki Arjininin Glutamin aminoasidi ile yer degistirmesi
sonucunda olusan nokta mutasyonudur. Aktive Protein C normal pihtilagsma
siirecinde aktive Faktor V ve VIII'1 belirli bolgelerden bdlme ile inaktive eder.
Mutasyon varliginda ise bu faktoriin parcalanmasi inhibe olmaktadir. Sonucunda

gelismis trombin olusumuna ve artmis piht1 olusumuna neden olmaktadir (59).

Mutasyon otozomal dominant kalitimsal gecislidir. Mutasyon Afrikali
Amerikalilar, Asyalilar ve Kizildereliler’de nadirdir. Beyazlar igine ise sikligi %3-8
ve 1000 kiside 1 ise homozigottur. Aktive Protein C rezistansi olan olgularin
%95’inde mutasyon saptanmistir. Yasam boyu heterozigot olgularda vendz tromboz
riski 3-10 kat, homozigot durumda ise 50-100 kat artar (62). Heterozigot Faktor V

Leiden mutasyonu olan hastalarin %20-50’sine vendz tromboz tanist konulmustur.

En sik konjenital trombofili nedeni Faktor V Leiden heterozigot

mutasyonudur. Tastyicilarin yaklasik %2’sinde gebelikle iligkili vendz tromboemboli
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gelismektedir. Venoz tromboemboli en fazla puerperium doneminde meydana
gelmektedir. Homozigot mutasyon daha nadir goriilmesine ragmen tromboz riskini

34 kat yiikseltmektedir (63).

Oral kontraseptif kullanlarda ve gebe heterozigot kadinlarda tromboembolizm
icin 15 kat artmis risk bulunmaktadir. Faktér V Leiden mutasyonu tasiyiciligina
sahip tekrarlayan gebelik kayiplari olanlarin kontrol gruplarina goére fetal kayip ve
olii dogum riski fazladir (64). Heterozigot mutasyonu olan ve edinsel aktive Protein
C rezistanst olanlarda fetal kayip ve abortus igin iki kat daha yiiksek risk
bulunmaktadir. Aciklanamayan ilk trimester TGK olan ve heterozigot mutasyonu
bulunan 19 kadinin dahil edildigi bir ¢alismada; Faktoér V normal genotipli TGK olan
100 kadin1 igeren kontrol grubuna kiyasla canli dogum oraninin énemli dl¢iide diisiik
oldugu bulunmustur (64).

Factor X

|

Factor Xa
phospholipids

Ca2*

- Factor Va I}

prothrombin > thrgmbin

Factor V

fibrinogen — > fibrin Protein C s activated Protein C —

Sekil 2. Faktor V aktivitesinin diizenlenmesi (65).

2.1.1.6.3.2. Protrombin Gen Mutasyonu

Ik kez 1996 yilinda Poort ve arkadaslari tarafindan tanimlanmistir.
Trombofili etyolojisine dahil olan ek bir durum olarak kesfedilmistir. TGK olan
olgularin %4-9’unda goriilmektedir. Kalitsal trombofililer arasinda ikinci siklikta
goriilen bu mutasyonda; protrombin geninin 20210 niikleotid pozisyonunda Adenin
yerine Guanin geg¢mesiyle bir nokta mutasyonu olmustur. Genis serileri kapsayan
meta-analiz sonuglarina gore, tim TGK’y1, ilk trimester TGK ve ge¢ donemdeki fetal

kayiplar iki-li¢ kat arttirmaktadir.
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ABD’de ilk trimester gebelik kaybi olan 100’den fazla kadini igeren
gozlemsel bir ¢alismada kontrol gruplarina gore anlamli olarak daha sik protrombin
gen mutasyonu bulunmustur (66). Ug veya daha fazla TGK olan 87 Orta Dogu’lu
kadinin dahil oldugu bir ¢alismada ise protrombin mutasyonu ile gebelik kayiplari

arasinda iligki varlig1 net olarak gosterilememistir (67).

Heterozigot mutasyonu olanlarda vendz tromboemboli insidans1 gebelikte
%2.3’e puerperiumda ise %1.9’a yiikselirken homozigot mutasyonu olanlarda
%26’ya ulasmaktadir (63).

2.1.1.6.3.3. Kombine Heterozigot Mutasyon

Cok nadir goriilen bir durumdur. Faktéor V Leiden ve Protrombin gen

mutasyonunun bir arada bulunmasidir. Kafkas populasyonunun 9%0.01’inde goriiliir.

2.1.1.6.3.4. Antitrombin III Eksikligi

Antitrombin III olarak da bilinen antitrombin dogal antikoagiilan 6zellikleri
olup karaciger ve endotel hiicrelerinden sentezlenen dogal bir glikoproteindir.
Koagiilasyon sisteminin en 6nemli fizyolojik inhibitoriidiir. Ayrica FX, FIX, FXI,
FXII ve FVIla’ya baglanmis doku faktdriinii ve trombini inhibe eder. Heparin ile
beraber inhibitor aktivitesi 5000-40000 kat artar (68).

Antitrombin (AT) eksikligi heterojen bir bozukluk olup iki temel tipi kabul

edilmistir:

1. Tip-1 Eksikligi: AT molekiilii az miktarda sentezlenmektedir ve islevde
azalma ile karakterizedir. Bu eksiklikler bozulmus senteze, hatali sekresyona ve
kararsiz antitrombine sekonder olusmaktadir. Tip-1 eksiklige sebep olan 39 mutasyon

bulunmaktadir.

2. Tip-1I Eksikligi: AT seviyesi normaldir, islevselligi bozuktur. Varyant AT
molekiiliidiir. Bu eksiklikler proteaz inhibitor aktivitenin anormallikleri ya da heparin
baglanma yerindeki anormalliklerine ya da her ikisine bagl ikincil olarak gelisirler.

Ug alt tipi vardur:
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» Tip Il RS: AT nin reaktif site defektidir. 11 mutasyon tanimlanmuistir.
« Tip I HBS: Heparin binding site defektidir. 11 mutasyon tanimlanmaistir.

« Tip Il PE (Pleitropic Effect): Multiple fonksiyonel defektir. 9 mutasyonu

tanimlanmustir.

Antitrombin eksikligi tanimlanmis ilk kalitsal trombofilidir ve trombofililer
arasinda en trombojenik olanidir. Otozomal dominant kalitim gosterir. Gebe olmayan
kadinlara gore gebelik vendz tromboemboli riskini 4-5 kat arttirmaktadir (69).

Antitrombin eksikligi 6lii dogum ve gebelik kaybi i¢in risk artisi ile iliskilidir (70).

2.1.1.6.3.5. Protein C ve Protein S Eksikligi

Protein C ve Protein S, vitamin K bagimli karacigerde sentezlenen
proteinlerdir. Protein S megakaryositlerde de sentezlenir. Protein C aktive oldugunda

FVa ve FVIlla inhibe edilir. Protein S’in kofaktor etkisi ile inhibitor etkisi arttirilir.

Protein C (PC) eksikligi toplumda 9%0.2-0.5 oraninda goriilmektedir.
Heterozigot PC eksikligi otozomal dominant sekilde kalitsaldir. PC geni 2.
kromozomdadir (2q13-14) ve karacigerde vitamin K bagimli sentezlenmektedir (71).
Dolasimda bulunan PC serin protez ile aktive olduktan sonra aktive Protein C (APC)

halini alir. APC’nin primer etkisi FVVa ve FVIlla’nin inaktivasyonudur (72).

Otozomal dominant kalitimsal gecis gosteren Protein S (PS) eksikligi
toplumda yaklasik %0.03-0.13 oraninda goriilmektedir. PS geni 3. krozomdadir
(73). PS vitamin K bagimli bir glikoproteindir ve PC i¢in kofaktdr gorevi
gormektedir. PS varliginda APC, FVa ve FVIlla inhibe olmaktadir ve trombin

olusumu azalmaktadir. PS eksikligini 3 tipi bulunmaktadir:

1) Tip I PS eksikligi: Total ve serbest formlarda PS miktarlarinda belirgin

azalma bulunur.

2) Tip II PS eksikligi: Total ve serbest formlar normaldir, fonksiyonu

bozuktur.

3) Tip III PS eksikligi: Total PS seviyesi normaldir, serbest PS miktari

azalmstir.
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Gebelik sirasinda 6strojen varliginda PS seviyesinde fizyolojik olarak belirgin
diisme izlenir, bu sebepten gebelik esnasinda PS eksikligi tanis1 konulamaz. 1.derece
akrabalarda PS seviyeleri bakilarak ailesel eksiklik arastirilabilir (59). PS, PC
eksikligi ile faktdr Va, VIlla inaktivasyonu, AT eksikligi ile de trombin ve diger
enzimlerin inaktivasyonu bozulur ve tromboz riski artarak gebelik kaybi riski
artmaktadir. PS, PC veya AT eksikligi olanlarda, olmayanlara gére hem erken hem
de geg gebelik kaybr riskinde iki kat artis olmaktadir. Genis serili meta-analizlerde
PS eksikliginde TGK riskinde 15 kat, 22 hafta sonras1 fetal kayip riskinde ise 7 kat
artig saptanirken, PC ve AT eksikligi ile fetal kayip riski arasinda anlamli bir iligki

bulunamamustir (74).

2.1.1.6.3.6. Metilen Tetrahidrofolat Rediiktaz Polimorfizmi

Homosistein, aminoasit olan methionin metabolizmasindan tretilmektedir
(75). Artmis Hyc diizeyleri hem vendéz hem de arteryal tromboz i¢in risk faktorii
oldugu gosterilmistir. TGK olanlarda yiiksek kan Hyc birlikteligi gosterilmistir (76).
Son randomize, plasebo-kontrollii ¢alismalara gore bu hastalarda; folat, pridoksin ve
Vit B12 kullanilarak Hyc seviyeleri normal diizeye geldiginde vendz tromboemboli
tekralamasinda (22) ya da ilk atagin ortaya ¢ikmasinda (77) azalma olmadigi
sonucuna varilmistir. Hyc diizeyleri gebelik doneminde %50 oraninda azalir ve folat

tedavisi noral tiip defektlerini engellemek i¢in bu donemde rutin olarak verilir (63).

MTHFR gen spesifik nokta mutasyonu (C677T) sonucu homosisteinin
remetilasyonu bozulur. Homozigot mutasyonu genel popiilasyonda yaklasik %10-20
oraninda goriilmekte olup Hyc diizeylerinde hafif artisa neden olup plasental
vaskiilopati yaparak fetal olumsuz sonucglara neden olduguna inanilmaktadir.
Heterozigot mutasyonda Hyc yiiksekligi yoktur, arteryel-vendz tromboz ve gebelik
komplikasyonu i¢in risk olusturmaz. Birka¢ calismada homozigot mutasyonun
TGK’ya neden oldugu belirtilmesine ragmen, meta-analiz sonuglarmma gore

tekrarlayan erken ve geg¢ gebelik kaybu ile iliskisi yoktur (78).
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2.1.1.6.3.7. Trombomodulin

Trombomodulin 559 aminoasitten olusan ve temel olarak biiylik damarlarin
endotel hiicrelerinde, plasental sinsityotrofoblastlarda sentezlenen glikoprotein
reseptoriidiir. Saglam endotelde trombomodulin trombin ile kompleks olusturur ve

bu kompleks PC’nin APC’ye doniismesini saglar.

2.1.1.7. Alloimmun Faktorler

Gebelik boyunca plasenta maternal immiin yaniti engelleyen bir bariyer
olarak gorev yapar. Gebeligin ilk donemlerinde mekanik yapisi ile bu gorevi yapar.
Gebeligin ilerleyen donemlerinde ise trofoblast yiizeyindeki antijenler bu goreve
katilir. Maternal immiin sistem gebelik boyunca ¢esitli alloantikorlarin sentezini
stimiile eder, bu antikorlar trofoblastlar1 sararak maternal immunitenin sitotoksik
cevabindan korur. Yapilan calismalarda bu alloantikor sentezinde eksikliginde

gebeliklerin fetal kayip ile sonlanabilecegi gosterilmistir (79).

2.1.1.7.1. NK (Natural Killer) Hiicre Sitotoksisitesi

Natural killer (NK) hiicreler istilac1 trofoblastlara karsi immun savunmada
kilit rol oynar. TNF-alfa tarafinda NK hiicreler aktive edildiginde trofoblastlarda
apopitozu indiikleyerek diisiiklere yol acabilirler. Yapilan bir aragtirmada TGK olan
hastalarda periferik kanlarda CD56+ NK hiicre sayis1 saglikl fertilitesi olan gebe ve

gebe olmayan kadinlara gore daha fazla saptanmstir.

TGK olanlarda implantasyon alaninin immunhistokimyasal incelemesinde;
CD57 NK sayisinin ve aktive 16kositlerin 6nemli oranda artmis oldugu saptanmistir.
Bu da TGK’daki olasi patofizyolojiyi agiklayabilir. TGK olanlarda uterus NK
hiicreleri trofoblast yilizeyindeki HLA-Cw molekiillerine spesifitesinin eksik oldugu
dolayisiyla NK hiicre aktivitesinin inhibisyonu bozulmakta ve embriyo yabanci hiicre

reaksiyonundan korunamamaktadir (80).
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2.1.1.7.2. NK T hiicreler

Desiduada bulunan TCR alfa-beta lenfosit ailesinin tiyesi olan CD3" T
hiicrelerin bir kismu NK hiicre markiri olan CD56 eksprese etmektedirler. Bu

hiicrelere NK T hiicreler denir.

Bu hiicreler NK ve T hiicreleri tantyan CD3*/CD56" reseptorleri igerirler ve
CD3" insan desidual hiicrelerinin %0.48’ini olustururlar. Normal gebelikte desidual
NK T hiicrelerin orani periferik hiicreler ile aynidir. Ancak missed abortus ve
TGK’da desidual NK T hiicre oram1 daha periferik kandan daha disiik
saptanmaktadir (81).

2.1.1.7.3. Th1-Th2 Dengesi

Gebelikte maternal immiiniteyi temel olarak humoral bagisiklik sistemi

olusturur (82).

Feto-maternal yiizeyde bulunan Th2 sitokin cevabi trofoblastlar ve desidual
l6kositler tarafindan yonetilir. Spontan abortuslardan sorumlu 2 temel sitokin
mevcuttur; TNF-alfa ve IFN-gama. Bu sitokinler in vitro ortamda trofoblastlarin
apopitozunu indiikler. Ek olarak IFN-gama ve TNF-alfa Fas ekspresyonunu uyarir ve
trofoblastlarin Fas aracili apopitozusa duyarliligimi arttirir. Ek olarak IFN-gama ve
TNF-alfa Fas ekspresyonunu uyarir ve trofoblastlarin Fas aracili apopitozusa

duyarliligini arttirir (83).

2.1.1.7.4. Regulatuar T Hiicreler

Regulatuar T hiicreler (Treg) periferik kandaki CD4 ve CD25 eksprese eden
CD4" alfa-beta T lenfositlerdir. Gebelik siiresince estradiol ve TGF-’nin etkisi ile
CD4* CD25 Treg hiicre prekiirsorleri; CD4* CD25" hiicrelere doniisiir.

TGK o6ykiisii olanlarda Treg hiicrelerin hem follikiiler hem de luteal fazla
sayilarinin postmenapozal donemde oldugu gibi diisiik oldugu saptanmistir. Azalmis
miktara ek olarak TGK olan kadinlarda Treg hiicre fonksiyonel aktivitesi bozuk

olarak saptanmistir (84).
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2.2. Apopitozis

Her hiicre dogar, sonrasinda ¢ogalir, farklilasir ve en sonunda 6liir. Programl
hiicre yogunlastirma ile karakterize noninflamatuar hiicre 6liimiine apopitozis denir.
Apopitozis ile programlanmis hiicre 6liimii, fizyolojik hiicre 6liimii, hiicre intihar1 es
anlamda kullanilmaktadir (85). Apopitozis aslinda fizyolojik bir olaydir. Molekiiler
mekanizmasi net olarak bilinmemektedir. Hiicrelerin genetik olarak hafizalarindaki
intihar programinin belirli sinyallerle, patofizyolojik durumlarla ve oksidatif stres

gibi olaylarla aktive olmas1 apopitozisi baglatmaktadir (86).

Apopitozisi etkileyen uyaranlarin bazilari; biiylime faktorlerinin  geri
cekilmesi, hiicre i¢i kalsiyum seviyesinin artmasi, Transforming Growth Factor
(TGF-B) ve Fas/FasL sisteminin aktive olmasi, p53°iin aktive olmasi, enfeksiyonlar
ve glukokortikoidler, tiimdr nekroz faktor (TNF) gibi sitokinlerdir. Ayrica apopitozis

mekanizmasi, hiicre tipine ve uyarana gore farkliliklar gosterebilmektedir.

Apopitozis morfolojik olarak benzersizdir ve ana morfolojik olay, niikleusun
kondensasyonu ve pargalanmasidir. Apopitoziste kromatin siiperkondens duruma
gelerek niikleus zar1 altinda kresentik bir hal olusturur. Kromatindeki degisikliklerin
baslamasinin hemen 6ncesinde sitozolik Ca*? miktarinda dnemli bir artis olmaktadir.
Floresan boyamada DNA boncuklanmalar seklindedir, nedeni ise DNAnin Ca*?
hassas endoniikleaz ile interniikleozomal bolgelerden 180-200 baz ¢iftine
ayrilmasidir (87). Immiin elektroforezde ‘ladder patern’ olarak nitelendirilen ip

merdiven seklinde bir goriiniim vardir (88).

Apopitoziste yaklasik 300.000 kirilma meydana gelir. Normalde bir hiicrede
birbirini izleyen 7 kirilmanin tamiri yapilirken, hiicre apopitozisteki bu tamiri
yapamaz. Apopitoziste hiicreler birlesme noktalarindan ayrilir ve farklilasmis yilizey
organellerini kaybeder. Hiicre bariz sekilde biiziisiir, hacimlerinin %30’nu kaybeder.
Hiicresel biiziisme Na, K, Cl transport sisteminin durmasi ve hiicre i¢i ile dist

arasindaki s1vi akiginin olmamasi sonucu olur (89).

Apopitotik uyarim alan hiicrenin ¢evre ile olan iletisimi kesilir ve
mikrovilluslart kaybolur. Isik mikroskopunda apopitotik hiicreler incelendiginde,
hiicrelerin etrafinda ag¢ik bir halo goriilmektedir. Apopitotik hiicre membrani intaktir

ve dstiinde kiigiik cepcikler olusur (90). Sonrasinda plazma membraninda
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tomurcuklanmalar baslar ve hiicre sitoplazma ile ¢evrilmis kromatin pargalarindan
olusan apopitotik cisimciklere boliintir (91). Transglutaminaz enzimi zardaki

tomurcuklanma ve parcalara ayrilmada etkili olmaktadir.

Apopitotik hiicreler makrofajlar ve ¢evre hiicreler tarafindan tanmir ve
fagosite edilir. Apopitotik hiicrelerin taninmasi ve intakt hiicrelerden ayrilmasi
plazma membraninda meydana gelen degisikliklerle olur. Hiicre zarinda i¢ yiizeyden
disariya aminofosfolipid transferaz ile fosfatidilserin translokasyonu olur. Fagositik

hiicrelerin reseptorleri fosfatidil serin ile baglanir ve fagositozu aktive eder (92).

Trombofili Oykiisii olanlarda tekrarlayan gebelik kayiplarini 6nlemek icin
anfraksiyone heparin ve diisiik molekiil agirlikli heparin sik¢a kullanilmaktadir.
Heparinin diisiikle sonu¢lanan gebelik {izerine etkisi iki hipotezle agiklanir; birinci
hipotez anormal koagiilasyonun 6nlenmesi ve plasental iskeminin azaltilmasi; ikinci
hipotez ise hiicre modiillasyonuna direk etkisi, trofoblast proliferasyonunu

diizenlenmesi ve apopitozisi Onlemesidir.
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2.3. Oksidatif Stres

2.3.1. Serbest Radikaller

Serbest radikaller; yar1 dmiirleri kisa, diisiitk molekiil agirlikli ve negatif yiiklii
elektron sayisinin, pozitif yiiklii proton sayisi ile esit olmayan molekiillerdir (94).
Ayrica dig yoriingelerinde bir veya daha fazla ortaklasilmamis elektron tasirlar,
birgok fizyolojik ve patolojik durumda iiretilebilirler. Oldukga kararsiz halde olan bu
molekiiller, cevrelerindeki molekiillerle reaksiyona girebilir ve son yoriinge
elektronlarini paylasabilirler. Atomlarin dis yoriingelerindeki elektronlar1 sayesinde
her tip kimyasal ve biyokimyasal tepkime gerceklesir. Son yoriingelerindeki
paylasilmamig elektron bulunmasi serbest radikallerin reaktivitesini arttirir,

dolayisiyla serbest radikallerin kimyasal aktifligi yiiksektir (95).

Oksijen (O2) biitiin hiicrelere kolaylikla giren ve en ¢ok tiiketilme 6zelligine
sahip olan molekiildiir. Radikal olmaya ¢ok elverisli oldugundan serbest radikal
denince aslinda serbest oksijen radikalleri, daha genel anlamda ROT ifade
edilmektedir. Organizmada fizyolojik sartlar altinda ROT ve serbest radikaller
devamli olusmaktadir. Serbest radikaller pozitif veya negatif yiiklii ya da yiiksiiz
olabilirler (96).

Serbest radikaller, endojen ve ekzojen nedenlere bagli olarak iiretilebilir.
Fizyolojik  olarak  endojen  kaynakli  indirgenme-yiikseltgenme  (redoks)
tepkimelerinde; mitokondriyal, endoplazmik ve niikleer elektron iletim sistemlerinde
(Sitokrom P-450), peroksizomlarda, monosit ve nétrofillerin fagositozu gibi
metabolik olaylar sirasinda {iretilir. Ayrica eksojen kaynakli olarak da bu molekiiller
hiicre igerisinde ultraviyole 1sinlari, x 1sinlar1 gibi radyant enerjinin emilimi, hava

kirliligi, sigara dumani, ila¢ kullanimi gibi ¢evresel faktorlerin etkisiyle olusabilirler
(97).

Insan viicudunda serbest radikaller 3 yolla meydana gelir:

1. Normal molekiilden bir elektronun kaybedilmesi veya molekiiliin
heterolitik boliinmesi ile olugur. Radikal 6zelligi olmayan bir molekiilden elektron

kayb1 esnasinda dig yoriingede paylagilmamis elektron kaliyorsa radikal formu
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meydana gelir. Heterolitik boliinmede kovalent bagi olusturan her iki elektron,

atomlardan bir tanesinde kalir (97).

2. Kovalent bag tasiyan molekiiliin homolitik bdliinmesi sonucu olusur.
Yiiksek enerjili elektromanyetik dalgalar ve yiiksek sicaklik kimyasal baglarin
parcalanmasina neden olur. Kirilma sirasinda bag yapisindaki iki elektronun her biri
ayrt atomlar lizerinde bulunur ise, her iki atom {iizerinde paylasilmamis elektron

bulunur. Sonug olarak, reaktivite diizeyi yiiksek iki adet serbest radikal olugur (98).

3. Normal bir molekiile bir elektronun eklenmesi sonucunda olusurlar.
Radikal 6zelligi olmayan bir molekiile tek elektron eklenmesi ile dig yoriingede
paylasilmamig elektron olusuyorsa bu tiir indirgenme radikal olusumuna neden
olabilir. O2’in tek elektron ile indirgenmesi, radikal formu olan siiperoksitin (O )

olusumuna neden olur (95).

Radikal 6zelligi olmayan tiirler bu tepkimelerden herhangi biri ile radikal hale
gelir. Serbest radikaller ile radikal Ozelligi olmayanlarin tepkimeleri sonucu,
tepkimeye giren molekiiller sira ile serbest radikallere doniisiir ve hasar zincirini

ilerleterek yayarlar (96).

Bazi durumlarda, oksidanlardaki artis ve antioksidanlarda azalma 6nlenemez.
Bu siirec¢ hiicresel diizeyde hasara sebep olur. Oksidan / antioksidan denge, oksidatif
taraf lehine kayar. Oksidatif stres plasental apopitozisin direk uyaricisidir, bu
sebepten dolay1 plasental fonksiyonu korumak i¢in antioksidan tedavi verilmelidir.
Son yillarda hiicre diizeyinde meydana gelen bu hasarin gebelik kayiplarina sebep

olabilecegi diisiiniilmiis ve bunun i¢in ¢esitli arastirmalar yapilmastir.

2.3.1.1. Siiperoksit Radikali (O2)

Aerobik organizmalarda oksijenin bir elektron alarak indirgenmesi ile

stiperoksit radikali olusur (99).

Mitokondriyal elektron transfer =zincirinde rediikte nikotinamid adenin
dintikleotidin (NADH) okside nikotinamid adenin diniikleotide (NAD+) okside
olmasi sonucu siiperoksit radikali tretilir. Genel olarak anyon seklinde olmasina

ragmen, ortamin pH sina bagh olarak proton alarak katyon haline gelebilir. Bu
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durumda perhidroksi radikali admi alir. Bir serbest radikal olmakla birlikte,
siiperoksit kendisi direkt olarak zarar vermez. Onemli olan, H2O, kaynag1 ve gecis
metal iyonlarmin indirgeyicisi olmasidir. Siiperoksit, nétrofillerin bakterisidal
aktivitesi, apopitozis, inflamasyon ve vaskiiler fonksiyonlarin diizenlenmesi gibi
yararlt etkilere sahiptir. Azalmis siiperoksit diizeyleri, bakteriyel enfeksiyonlara
artmig bir yatkinliga sebep olabilir. Siiperoksit dismutaz (SOD) enzimi ile artmis
siiperoksit diizeyleri H2O2 ve oksijene doniistiiriilerek azaltilir. Bdylece hiicresel

stiperoksit diizeyleri kontrol altinda tutulur (100) .

2.3.1.2. Hidrojen Peroksit

Oksijenin enzimatik yolla iki elektronla indirgenmesi ya da siiperoksitlerin

enzimatik / nonenzimatik dismutasyonu sonucu hidrojen peroksit olusur (101).

Aslinda hidrojen peroksit bir radikal degildir. Uretildigi bolgede kalan
stiperoksitin tersine membranlar1 gegebilen, hiicre igine diffiize olan ve yari omrii
uzun bir oksidan olarak bilinir. Bu nedenle siiperoksitin ulagamadigi membranla
korunan yapilara ulagabilmektedir. Burada siiperoksit ile reaksiyona girerek Haber-
Weiss reaksiyonu sonucunda daha reaktif ve zarar verici radikal olan hidroksil
radikali olusturmak {izere kolaylikla yikilabilir . H2O, Fenton reaksiyonu ile de
serbest Fe*? ile reaksiyona girerse demir okside olurken hidroksil radikali olusur. Bu
formdaki reaktif demirin ¢ok gii¢lii oksitleyici 6zelliklere olup, hiicre zarlarinda lipid
peroksidasyonu gibi radikal tepkimeleri baglatabilir. Biyolojik sistemlerde olusan
H202’nin belirtilen potansiyel oksitleyici 06zelligi nedeniyle derhal ortamdan
uzaklastirilmas1 gerekir. Bu gorevi, onemli antioksidan enzimler olan katalaz ve

peroksidaz enzimleri iistlenirler (101).

2.3.1.3. Hidroksil Radikali

Haber-Weiss ve Fenton reaksiyonu sonucu hidrojen peroksitten hidroksil
radikali olusmaktadir. Ayrica suyun yiiksek enerjili iyonize edici radyasyona maruz

kalmasi ile de olusmaktadir.
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Hidroksil radikali, bilinen en reaktif radikal ajandir. Niikleik asitler,
aminoasitler, organik asitler, fosfolipidler ve sekerler gibi biyokimyasal maddelerin
coguyla reaksiyona girebilmektedir (100). DNA ile tepkimeye girmesi sonucu baz
modifikasyonlar1 ve delesyonlari, zincir kirilmalar1 gergeklesebilir; ileri derecedeki
DNA hasarlar1 onarim edilemediginden hiicre oliimiine neden olur. Proteinler
tizerinde olusan oksidasyonlar yapisal degisimine neden olup proteinler proteolitik
yikima gotiirtliir. Hiicre zar1 su ihtiva etmediginden, hidroksil radikalinin temel
hedefi yag asitleridir. Zar lipidlerinin peroksidasyonu zarin yapisini bozmakta ve

gegcirgenligini arttirip yine hiicre 6liimiine neden olabilmektedir (101).

2.3.1.2. Serbest Oksijen Radikallerin Biyolojik Etkileri

Organizmada serbest radikallerin iiretim hiz1 ile bunlarin yikim hizi bir temel
denge icerisindedir ve bu durum oksidatif denge olarak adlandirilmaktadir. Oksidatif
denge saglandig siirece, serbest radikallerden organizma zarar gérmemektedir. Bu
radikallerin olusum hizinda artma ya da yikim hizinda bir azalma bu dengenin
bozulmasina neden olur. Oksidatif stres olarak nitelendirilen bu durum, serbest
radikal olusumu ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki ciddi dengesizligi
gostermekte olup, sonucunda doku hasarina yol agmaktadir (102). Hiicre diizeyinde
meydana gelen bu degisikliklerin plasental disfonksiyon sonucu gelisen plasental
iskemi, hipoksi ve buna bagl toksik oksidan molekiillerin {iretim artis1 olabilecegi
savunulmugtur. Bu veriler 1518inda oksidasyon artig1 ve antioksidanlarin azalmasini

habituel abortuslarla iliskilendirmislerdir.

2.3.1.2.1. Membran Lipitleri Uzerinde Etkileri

Biyolojik membranlar ve hiicre i¢i organeller membran fosfolipidlerindeki
doymamis yag asitlerinin varligi nedeniyle oksidatif strese hassastirlar (95). Serbest
radikaller, hiicre bilesenleri ile etkilesime girebilmeleri i¢in hiicre membranini
gecmek zorundadir. Serbest radikallerin etkisi ile hidrojen atomunun yag asidi
zincirinden uzaklagmasi, bu yag asidi zincirinin de radikal 6zelligi kazanmasina
neden olur. Zincir reaksiyonlar1 seklinde devam eder ve sonucunda malondialdehit,

4-hidroksinoneal, alkoller, etan ve pentan olusur. Membran biitiinligiiniin lipit
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peroksidasyonu sonucu bozulmasi ile membran proteinleri, reseptdrleri ve ayrica

bunlara baglanan enzimler inaktive olurlar.

DNA’nin yapisinda yer alan nitrojen bazlar1 ile malondialdehit reaksiyona
girebilir ve bundan dolay1r mutajen, genotoksik ve karsinojen etkiler gosterir. Lipit

peroksidasyonu ile olugan membran hasari irreversibledir (98).

2.3.1.2.2. Proteinler Uzerinde Etkileri

Serbest radikallerin 6zellikle duyarli aminoasidlerle dogrudan etkilesimiyle
hiicrenin protein yapilar1 hasara ugramaktadir. Metionin, sistein gibi terminal
stilfidril grubu bulunduran aminoasidler ile triptofan, tirozin, fenilalanin, histidin gibi
aromatik aminoasidler oksidasyona en fazla ugrayan molekiillerdir. Proteinler serbest
radikallerin etkilerine karsi lipitlerden daha az hassastirlar ve etkilenme seviyeleri
aminoasit igeriklerine baghidir. Oksidasyona sekonder proteinlerin sekonder ve
tersiyer yapilarinda meydana gelen degisiklikler fonksiyonlarini etkilemektedir
(103). Aminoasitlerin modifikasyonu, proteinlerin fragmantasyonu ve agregasyonu
veya capraz baglanmalar1 gibi yapisal degisiklikler meydana gelmektedir. Ayrica
serbest radikaller, protein yapisinda olan enzimlerin aktivitelerini degistirir,
membran transport proteinlerini ve reseptor etkilesimlerini bozarlar ve immiin

sistemi uyarabilecek antijenik degisikliklere de neden olabilirler (104).

2.3.1.2.3. Niikleik asitler ve DNA Uzerine Etkileri

Serbest radikallerin degisik mekanizmalar ile, DNA iizerinde baz ve seker
modifikasyonlari, zincir kiriklari, DNA-protein ¢apraz baglanmasi gibi lezyonlara
neden olarak hasara sebep oldugu bilinmektedir (101). Oksijen radikallerinin
etkilerini gosterdigi bolgeler niikleotidin yapist i¢inde yer alan piirin ve pirimidin
bazlaridir. Ozellikle guanin bazinin bu serbest radikaller aracilig ile hidroksilasyonu
sonucunda DNA molekiiliiniin yapis1 degismekte, sitotoksisite ve mutasyonlar ortaya

¢ikmaktadir (103).
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2.3.1.2.4. Karbonhidratlar Uzerinde Etkileri

Glukoz, mannoz ve deoksi sekerler otooksidasyona maruz kalarak, Oz ve
H>O, radikalleri olusur. Monosakkaritlerin otooksidasyonu, ¢esitli hastaliklarin

patogenezinde onemli rol tistlenmektedir (98).

2.4. Hiicre ici Kalsiyum Sinyali

2.4.1. Hiicre i¢ci Kalsiyum Sinyali ve Onemi

Hiicrelerin fonksiyonlar1 hiicresel iyon degisimleri ile diizenlenmektedir.
Kalsiyum (Ca*?), hiicre ici olaylarda ve hiicreler arasi etkilesimde 6nemli roller
iistlenmektedir. Canlilarda meydana gelen bircok dnemli olayda Ca*? belirleyici bir
Oneme sahiptir. Vaskiiler diiz kasinin kasilmasi / gevsemesi, hiicre ¢ogalmasi,
hiicresel hareket, hormon salinimi, metabolizma, sinir sisteminin fonksiyonu,
yumurtanin ddllenme sonrasinda aktivasyonu, protein dongiisii, gen ekspresyonu,
yara iyilesmesi, karaciger hiicrelerinin fizyolojisinin diizenlenmesi, apopitozis gibi
bircok fizyolojik olay1 kontrol eden bir iyondur (105). Normal sinirsel
fonksiyonlarda 6nemli rol oynar (106). Plastisite ve sinaptik transmisyon gibi 6nemli

sinirsel olaylar1 diizenler (107).

Giliniimlizde dogrudan bu kanallar1 dogrudan kapatan bir kanal blokeri
mevcut degildir. Ayrica, mevcut Ca*? kanal blokorleri de bu kanallar1 bloke
edememektedir. Patch-clamp ¢alismalar1 6nderliginde TRPM2 kanallarin1 dogrudan
bloke eden maddelerin arastirilmasi 6nem arz etmektedir. Calismamizda kullanilacak
diisiik molekiil agirlikli heparinin oksidatif stres iizerine etkisini arastiran yayinlar
olduk¢a fazladir. Fakat bunlarin trombofili nedeniyle tekrarlayan gebelik kaybi
yasayanlarda TRPM2 ve TRPV1 kanallar1 iizerinde etkisi hakkinda literatiirde

yeterince bilgi bulunmamaktadir.

2.4.2. Hiicre i¢i Kalsiyum Sinyalinin Olusumu

Endotel kaynakli mediatorlerin sentezi veya salmimminda Ca*? iyonunun

onemi kismen ag¢iga kavusturulmustur. Son doénemlerde patch-clamp ve
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mikrospektrofluorometrik arastirma metodlar1 ile flurosan 1s1gina duyarli cesitli
boyalar hiicre icerisindeki iyonik akimlari ve hiicre i¢i serbest iyon diizeylerinin
ol¢iilmesini miimkiin kilmistir (108). [Ca*]i, hem ekstraselliiler ortama, hem de
intraselliiler ortamda Ca*? depolayan yapilara gore ¢ok diisiiktiir. Bu fark, Ca*? igin

*2un hiicre

cok biiytlik bir siirdiiriicii kuvvet olusmasina neden olur. Bu nedenle Ca
icinde sinyal molekiilii olarak gorevi yapabilir ve bu 6zelliginden dolay1 hiicre i¢in

bir ikincil habercidir (106).

Hem hiicre zar1, hem de ER (endoplazmik retikulum) zaridan Ca*? gegisi, bu
stirdliriicii kuvvetin etkisi ile protein yapisindaki kanallardan olur. Bu kanallar,
genellikle kapali durumda olup; voltaj, mekanik uyar1 veya ligand baglanmasi ile

aktive olur ve Ca*? gegirgenligi saglarlar (109).
Hiicre disindan sitoplazmaya Ca*? gegisi saglayan kanal tipleri sunlardir:

1) Pasif kanallar: Kalsiyumun sizarak hiicreye girdigi kanallardir. Bu
kanallarin aktivasyon mekanizmasi tam olarak bilinmemektedir. Hiicre ici Ca*?
depolar1, Ca*? sinyali sonucu ya da daha farkli sekillerde bosaldiginda, bu kanallar

hiicre disindan sitoplazmaya Ca*? girisine sebep olurlar.
2) Aktif kanallar: Bunlarin degisik tipleri vardir;

A-Voltaj Bagimli Ca*? kanallari: Membran depolarizasyonu sonucu aktive

olurlar. Bu aktivasyon sonucu kanallar Ca*?’a gegirgen hale gelir. Bu sayede hiicre

zarindaki elektriksel hadiseler, hiicre igindeki fizyolojik olaylarla iligkilendirir (110).

B- Ligand Bagimlhi Ca*? kanallari: Hiicre disgindan gelen ligandlarin

baglanmasi ile aktive olurlar ve Ca*®

a gecirgen hale gelirler. Bu kanallar aym
zamanda birer reseptor gorevi goriirler. Nikotinik asetilkolin reseptorleri bu kanallara

ornek verilebilir (111).

C- Store Operated Channels (SOC Kapilari): Bu kanallar ikinciler haberciler

ile [6rnegin inositol trifosfat (IP3)] ile hiicre igerisi serbest kalsiyum diizeylerinin

arttiginda agilan kanallardir.

D- TRP Kanallari: Voltaj bagimsiz kanallardir. Kalsiyum, sodyum ve

potasyuma gecirgen katyon kanallaridir. Bu kanallar hakkinda detayli bilgi asagida

verilmistir.
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2.5. Transient Reseptor Potansiyel (TRP) Kanallarn

TRP kanallart drosphila tiirii sirke sineklerinin gozlerinde bulunan
fotoreseptorlerde ilk defa 1998 yilinda kesfedilmistir. Mutasyona ugramis bu
kanallarin siirekli bir 1518a kars1 gegici gerilim olusturmasiyla karakterize oldugu ve
buna bagli gorsel defekt olustugu bulunmustur (112). TRP kanallari, memelilerden
omurgasizlara kadar canlilarin dokularindaki proteinlerin ¢esitli bir grubunu

olusturmaktadir (113).

TRP kanallar1 voltaj bagimsiz olan, kalsiyum, sodyum ve potasyuma gecgirgen

olan katyon kanallaridir (114).

TRP katyon kanallari iist ailesi voltaja duyarli Ca*® ‘a gecirgen katyon
kanallarinin genis bir boliimiinii i¢cine almaktadir. Devam etmekte olan genetik
arastirmalar sonucunda giiniimiizde memelilere ait toplam 28 c¢esit TRP kanallar
memelilerde 6 alt aileye gruplandirilmistir. Bunlar; TRP conancial (TRPC) 7 alt
aileden, TRP vanilloid (TRPV) 6 alt aileden, TRP melastatin (TRPM) 8 alt aileden,
TRP polycystein (TRPP) 3 alt aileden, TRP mucolipin (TRPML) 3 alt aileden ve
TRP ankyrin (TRPA) 1 alt aileden olusmaktadir (Sekil 3). Giiniimiizde TRP
kanallarini nelerin aktive ve bloke ettikleri net olarak bilinmemektedir (115). Ancak,
bir¢ok hastaligin etyopatogenezinde bu kanallarin aktivasyonu ve inaktivasyonu ile

alakali oldugundan bu kanallara olan ilgi artmaktadir.

TRP kanallar1 dokunma, duyma, tat alma, gbérme, termal hassasiyet gibi
duyularin algilanmasinda bir 6neme sahiptir (116). Genel olarak N terminal,
transmembran bolgesi ve C terminal olmak iizere 3 ana kisimdan olusur (117).
Tekrarlayan ankrin ve coiled-coil olarak adlandirilan yapilar N terminalinde iken,
TRP homoloji ve enzimatik Nudiks boks segmentleri C terminalinde bulunmaktadir.
C terminalinde enzimatik bir bolge bulunmasi ve ayn1 zamanda kanal gérevi gérmesi
nedeniyle ‘zincir enzim’olarak da adlandirilmaktadir. Iyonlarin bir taraftan diger
tarafa gecisi, transmembran bolgesindeki 5. ve 6. segmentler arasindan olmaktadir.
Kanal gozeneginin 5. ve 6. segmentleri arasindaki bir iletken iyon etrafinda homo
yada heterotetromerik diizenlemelerle TRP kanallar1 voltaj kapili K* kanallarina
benzer basit bir yapiya sahiptir (112). Bu benzerlik sadece tek degerlige sahip
katyonlar igin gecerli degil, Ca*? ve Mg*? iginde gegerlidir.

34



Ayrica TRPM2 ve TRPC kanallarinin Nudiks alanlar1 ADPR pirofosfataz
enzim aktivasyonuna sahiptir ve ADP-ribozu, riboz 5- fosfat ve adenozin
monosfosfata boler ve kanal acilir. ADPR pirofosfataz aktivasyonu TRPV
kanallarinda bulunmamaktadir. Cok yonlii protein kinaz A ve protein kinaz C
varsayilan fosforilasyon alan fonksiyonlar1 belirtilmistir. Birka¢ TRP kanallarinda da

fosfotidilinositide 3 kinaz SH2- tanima alanlar1 kesfedilmistir (118).

TRP kanallar1 ya dogrudan plazma zarlarindaki Ca*? kanallar1 gibi
davranmakta ya da Ca* kanallarinin modiilasyonu icin siiriikleyici giic olan zar
potansiyelini degistiren sitozolik serbest Ca*® kanallarinda degisime yardimci
olmaktadirlar (119). Tiim islevsel TRP kanallar1 (TRPM4 ve TRPMS disinda) Ca™
icin gegirgendirler. TRPV5 ve TRPV6 ise Ca*®a ¢ok gegirgendir. TRPM6 ve
TRPM7 Mg*®a ¢ok gecirgen, TRPVI,TRPML1 ve TRPP3 kanallari da H*
iyonlarina ¢ok gegirgendirler (120).
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Sekil 4. TRP kanallari ailesi (121).

2.5.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin (TRPM) Kanallar

TRPM alt ailesinin 8 iiyesi mevcuttur ve bunlar 4 grup igerisinde yer alirlar.

Bunlar; TRPM2/TRPM8, TRPM1/TRPM3, TRPM4/TRPMS5 ve TRPM6/TRPM7°dir
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(115). Ik kesfedilen TRPM1 kanallaridir ve ilk kez melanoma hiicrelerinde
bulunmuslardir (120). Bundan dolay1r melanoma sézciigiiniin bas harfi olan ‘M’ile
ifade edilirler. TRPM1 kanallarinin yiiksek oranda metastatik potansiyele sahip olan
melanoma hiicrelerindeki ekspresyonunun, nonmetastatik hiicrelerdekine gore daha
diisiik oldugu bulunmustur (122). Bununla beraber normal 6zellikteki dokularda da
bulundugu tespit edilmistir. TRPM kanallar1 6 segmentten olusan bir transmembran

bolgesine, N ve C terminal bolgelerine bulundururlar (114).

TRPM alt ailesinin 6zellikle oksidatif stresle aktive olan TRPM2 kanallarinin
hiicre farklilasmas: ve canliligin devam ettirilmesi gibi 6nemli islevlerin yerine

getirilmesinde gorev aldiklar1 bilinmektedir (123).

Hem TRPM6 hem de TRPM?7 fonksiyonel C terminali serin/treonin kinaz
ihtiva ederken, TRPM2 ADPR pirofosfataz faaliyeti gosteren fonksiyonel NUDT9
homoloji alan1 bulundurur. Ca*? gecirgenligi farklilik gdstermektedir. TRPM1 kanali
haric tim TRPM katyon kanallar1 bu giine kadar karakterize edilmemislerdir.
TRPM4 ve TRPMS 1s1ya duyarli Ca*? aktif kanallaridir (120). TRPM2; ADPR, H:0:
ve sicaklikla aktive olurlar. TRPM3 kanallarinin fonksiyonu TRPM6 ve TRPM7
kanallar1 gibi hiicre i¢ci Mg* seviyesi ile ilgilidir. Yakin zamanda yapilan bir
calismada diisiik sicaklikla ve mentol ile aktive edilen TRPMS8 kanallarinin hem
tekrar normal viicut sicakligina donitildiigiinde hem de antranilik asit uygulandiginda,

onemli miktarda kanallarin inaktive oldugu bildirilmistir (117).

2.5.1.1. Transient Reseptor Potansiyel Melastatin 2 (TRPM2) Kanallar

TRPM2, kalsiyuma gecirgen nonselektif katyon kanallaridir (124). TRPM2
geni ilk kez 1998’de klonlanmustir (125). Bu kanallar daha onceleri TRPC7 ve
LTRPC2 olarak daha sonra yapilan filogenetik siniflandirma sonucunda giiniimiizde
de yaygin kullanilan TRPM2 olarak adlandirtlmistir (116). TRPM2 kanallar1 basta
beyin ve kemik iligi olmak iizere bobrek, bagirsak, karaciger, akciger, testis, prostat,
pankreas, iskelet kasi, 16kositler ve arka kok gangliyonlar1 (AKG) gibi bir¢ok doku

ve hiicrede bulunmustur (126).

TRPM2 kanallarinin 4 alt tipi mevcuttur ve kanallarin molekiiler yapis1 diger

kanallar gibi 6 segmentten meydana gelip, katyon girislerine 5. ve 6. segmentler
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arasinda gozlenmektedir. Bu kanallar sodyum ve potasyum iyonlarina gegirgen olup
kalsiyumun gegisinde de ¢ok onemli rol oynarlar (127). TRPM2’nin transmembran
bolgesinin yaninda intraseliiler N ve C terminal uglar1 vardir. TRPM2 katyon
kanallarinin C terminalindeki Nudiks alaninda (NUDT9) bulunan ADPR pirofosfataz
enzimiyle, ADPR, riboz-5 fosfat ve AMP ye bolinip TRPM2 kanallarinin
acilmasina neden olur (124). Yani anahtar1 kanalin igerisindedir. TRPM?2
kanallarinin oksidatif stres sonucunda da aktive olabilecegi gosterilmistir (128, 129).
Bu oksidatif stres ve ADPR ile aktivasyonu kesinlenmis olmasina ragmen bunlarin
birlikte mi yoksa ayr1 ayr1 m1 kanali aktive ettikleri giiniimiizde hala netlesmemistir.
Bazi1 arastirmacilar kanallarin hem ADPR ve oksidatif stresle ayri ayri aktive
olduklarini bildirmelerine ragmen (124), diger bazi arastirmacilar oksidatif stres
tiriinlerinin ADPR diizeyini artirdigin1 ve sonucunda ADPR kanali ag¢tigini yani
oksidatif stresin kanal aktivasyonunda dolayli etkisinin oldugunu savunmuslardir
(130).

ADPR iiretimi, G proteine bagh reseptorlere ligand kanal aktivasyonu ile
baslatilir. Reseptor aktivasyonu ayni zamanda intraselliiler Ca*? yogunlugunun
yiikselmesi, IP3 tarafindan hiicre i¢i organellerden kalsiyumun serbest birakilmasina
neden olur. ADPR polimerlerinin uyarilmas: sonrast poli (ADPR) polimeraz—1
(PARP-1)’e ve sonrasinda poly (ADPR) glikohidrolaz (PARG) tarafindan ADPR’ye

hidroliz edilir. Bu olay hiicreyi apoptozise gidinceye kadar uyarabilir.

Metabolizma iiriinii olan H202 hiicre igerisine girerek TRPM kanalin1 aktive
etmesiyle hiicre igerisine Ca*?un girisinin artirdigia inanilmaktadir (131). Sitozolde
kalsiyum iyonunun artis1 mitokondride depolarizasyon ve porlarin agilmasini saglar.
Bir kisim arastirmacilara gore ise H202 hiicre i¢i organellerde ADP-riboz sentezini
artirmakta ve kanalin agilmasini saglamaktadir (130). Ayrica, hiicre kiiltiirlerinde
TRPM2 kanallarinin H20. ile aktive oldugu gozlenmistir (132). Fakat, karsit
sonuglara sahip ¢alismalar da mevcuttur (133). Kanallarin patch-clamp ile alinan

tekli kanal kayitlarinda ikinci haberciler olmadan da aktive olabildigi gbzlemlendi
(128).
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Hiicre i¢i Ca*? iyonu artis1 hiicre oliimleride dahil birgok patofizyolojik
olaylarin baslaticisidir (134). Sinir hiicrelerinin elektriksel olarak asiri uyarilmasi

“asir1 uyarilma toksisitesi”” ad1 verilen, hiicreyi 6liime gotiiren bir siireci baslatabilir.

Giiniimiizde TRPM2 kanallari, kullanilan Ca*? kanal inhibitérleri ile bloke
olmamaktadir (135).

Yapilan caligmalarda, TRPM2 kanal aktivasyonununda 2-
aminoethoxydiphenyl borate (2-APB) ve antranilik asidin 6nemli rollerinin
olabilecegi diistiniilmektedir (136). TRPMS8 kanal blokiirii olan 2-APB’nin inositol
1,4,5-trifosfataz reseptor antagonisti oldugu ve kanal etkinligini diizenlemesini bu
sekilde gosterdigi bildirilmistir (137). Oksidatif hasar olusturulmus transfekte CHO
hiicrelerine kalsiyum girisinin kontroliinde 2-APB’nin 6nemli bir etkisi oldugu
savunulmaktadir (117). Antranilik asidin ise etkisini fosfolipaz A2’yi inhibe ederek

gergeklestirdigi varsayilmaktadir (138).

2.5.1.2. Transiyent Reseptor Potansiyel Vanilloid 1 (TRPV1) Kanallari

TRP vanilloid (TRPV) kanallar1 kendi arasinda 6 alt gruba boliinmekle
beraber, 0zellikle daha cok TRPV1 kanallari lizerinde ¢alismalar yapilmistir. TRPV1
kanallar1 memelilerin fizyolojik, patolojik ve hastalik durumlarinda gorev
almaktadir. TRPV1 kanallar1 zararli bir¢ok etkiden sorumlu olabilirler. TRPV1’in
tekrarlanan aktivasyonu ile oOliimciil hiicre yaralanmalari, oksidatif stress ve

sitozoldeki serbest kalsiyumun yiikselisi olabilir.

Bu kanallarmn; yiiksek sicaklik (>42 °C), asidik pH ve kirmizi aci biberde
bulunan kapsaisin maddesi ile aktiflestigi ispatlanmistir (112). Kapsaisin ile oksidatif
stres Uriinleri arasindaki etkilesimle kapsaisinin etkisinin azalmasina bagl olarak,
oksidatif stres tiirlinlerinin daha fazla {iretildigi hiicresel ortamlarda, kapsaisinle
uyarilan TRPV1 kanal akimlari, oksidatif iiriinlerin az bulundugu ortamlara oranla
daha az izlenmistir (139). Bununla beraber, hiicre igerisinden ve disindan gelen
etkenlerle da aktive olmaktadir. Bu uyarilar arasinda inflamasyonu uyarici faktorler

(6rnegin interlokinler) ve kimyasal uyaricilar bulunmaktadir (140).
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Son yapilan ¢alismalarda, TRPV1 kanallarinin yapisinda ve aktive olmasinda
tiyol ve siilfidril gruplarinin 6nemi vurgulanmigtir (141). Oksidatif stres tirlinleri
kinaz enzimleri ve hiicre zar1 proton yapilarinda degisikliklere neden olmaktadir. Bu
nedenle, uzun siire oksidatif strese maruz kalindiginda tiyol ve stilfidril gruplarmin
baglarindaki degisimlerden dolayi, TRPV1 kanallarmin duyarliliginin azaldigi, fakat
sistein iceren maddeleri inkiibe edilen HEK-293 hiicre serilerinin TRPV1

kanallarinin a¢ilma-kapanma hassasiyetinin diizeldigi saptanmistir (142).

Bu kanallarin protein kinaz A ve protein kinaz C gibi ikinci haberciler ile
aktiflesebildigi ispatlanmistir (143). Protein kinaz C’yi ikincil haberci sistemi
olmadan aktive edebilen baz1 maddeler mevcuttur. Bu maddelerden en fazla bilinen
forbo esterlerden phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA) maddesidir. Yapilan
caligmalar sonucunda PMA’nin protein kinaz C yoluyla TRPV1 katyon kanallarinin
acilmasina yardimei oldugu gorilmiistiir (144, 145).

Bu kanallarin 6nemi, giiniimiizde bilinen voltaja duyarli Ca*? kanal
blokerlerinin hi¢biri bu kanallar1 inhibe edememektedir. Bu kanallar bozulacak
olursa hiicre i¢i Ca*? miktar1 patolojik diizeylerde seyredip hiicrenin &liimiine yol
acabilmektedir. Konuya bu agidan bakilacak olursa, bu kanallar iizerine yapilan
caligmalar artmaktadir. Cilinki bunlarin diizenlenmesi veya patolojik durumdan
fizyolojik duruma dondiiriilmesi, artan oksidatif stres lriinleri sonucu plasental
apopitozis ve plasental disfonksiyonun diizelmesinde biiylik katki saglayacagi
diistiniilmektedir. Bu calisma, DMAH’in TRPM2 ve TRPV1 iizerine etkisi ve bu

yolla hiicre icerisine Ca*? girisi iizerine odaklanilacaktir.
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Sekil 5. TRPV1 kanal a¢ic1 (Kapsaisin) ve kapaticisinin (Kapsazepin) kimyasal
yapilari.
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2.6. Tekrarlayan Gebelik Kaybinda Tarama

TGK hikayesi olanlarda tarama kriterleri, risk faktorleri ile belirlenir.

Tromboembolik atak Oykiisii olanlarda tarama yapilmalidir. Bu hastalarda
trombofili saptanir ise antikoagiilan tedavi planlanmalidir. Tromboembolik atak
Oykiisii olmayip sadece aile Oykiisli olanlarda tarama konusu hala tartigmalidir.
Ancak birinci derece akrabalarinda antitrombin III, protrombin gen mutasyonu, FV

Leiden homozigot mutasyonu var ise bu kisi yiiksek riskli kabul edilip tarama

yapilmalidir (146).
Trombofili tanisal test yapma endikasyonlari (146) ;

» Erken gelisen preeklampsi

TGK (2 veya daha fazla 10. gebelik haftasindan dnce gebelik kaybi)
* Aciklanamayan 10. gebelik haftasindan sonra fetal 6lim

+ Intrauterin gelisme geriligi

» Dekolman plasenta

Tarama paneli olarak istenecek tetkikler tablo 7°de gosterilmistir.

Tablo 7. Trombofili tarama paneli.

Trombofili Paneli

Fv Leiden mutasyonu Lupus antikoagiilan
Protrombin G20210A ACA IgG ve IgM

Protein C aktivitesi Anti-B2 glikoprotein 1gG ve IgM
Protein S aktivitesi ANA, anti-DNA

AT aktivitesi

Aclik homosistein diizeyi

2.7. Tekrarlayan Gebelik Kaybinda Trombofililerin Tedavisi

TGK’da tedavi etyolojiye yonelik olmalidir. TGK ile baz1 kalitsal ve edinsel
hiperkoagiilabilite durumlar1 arasindaki iligki (Faktér V Leiden, protrombin
G20210A mutasyonu, hiperhomosisteinemi, anti fosfolipit antikorlar1) net olarak

gorliiniiyor olmakla beraber digerleri ile TGK arasindaki iligkisinin agiga
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kavusturulmasi1 gerekmektedir (147). Cesitli arastirmalar antikoagiilan kullaniminin

hem fetal ve hem de maternal sonuglari iyilestirebilecegini gostermektedir.

2.7.1. Unfraksiyone Heparin, Diisiik Molekiiler Agirhkh Heparin

Klinik caligmalarda erken donem gebelik kaybindaki temel patolojinin
plasental trombozlar oldugu dolayisiyla antikoagiilan kullaniminin gebelikte basari
sansini arttirabilecegi diistinlilmektedir. Heparin fetomaternal ara yiizde islev goren
ozelliklere sahiptir. Heparin antifosfolipid antikorlarina baglanabilir ve Th-1 sitokin
interferon gamma hareketini antagonize edebilir, boylelikle erken gebelikte trofoblast

ve maternal vaskiiler endoteli koruyucu etki yapar.

Heparin, antikoagiilan aktivite, farmakokinetik Ozellikleri ve molekiiler
agirlig ile heterojen bir yapi gosterir. Cesitli pozisyonlarda siilfat kokleri iceren
idoriniik asit ve D-glukozaminden olusmustur. Molekiil agirlig1 ortalama olarak
verilmektedir (3000-30.000 Da; ortalama 15.000 Da). Heparinin antikoagiilan etkisi
icin antitrombine ihtiyag¢ vardir. AT ile baglanmaktadir ve antitrombin yoluyla Faktor
Xa’yr inaktive eder. Heparin-AT kompleksi trombin ile birlikte FXla, FXa ve
FIXa’y1 da inaktive etmektedir.

DMAH’ler anfraksiyone heparinin depolimerizasyonu ile elde edilirler.
Ortalama molekiil agirliklart 5000 Da’dir. DMAH faktor Xa’yr inaktive eder ve
plazma proteinlerine daha az baglandigi icin daha diisilk dozda daha belirgin etki

gosterirler. DMAH’lerin trombin {lizerine etkisi azdir.
DMAH’lerin gebelik kaybini 6nleyici mekanizmalart;

1. DMAH direkt aPL’larin trofoblastlara baglanmasini1 6nleyerek normal

trofoblast invazyonunu saglamaktadir (148).
2. Heparin kompleman aktivasyonunu azaltmaktadir (148, 149)
3. IL-1 seviyesinde ve IL-6 tiretiminde artis saglamaktadir (150).

4. Desidual E-kadherin ekspresyonunda azalma, selektin aracili hiicre
adezyonunun modulasyonu, heparin baglayici EGF benzeri biiyiime
faktorline baglanma, insiilin benzeri biiylime faktorii 1 seviyesinde artis

ile trofoblast invasyonunda artis yapmaktadir (150).
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5. Sinsisyotrofoblastik anti-apopitotik faktor Bcl-2 seviyesinde artis
yapmaktadir (150).

6. Trofoblast invazyonundan sorumlu spesifik proteazlarin aktivitesinde artis
yapmaktadir (151).

7. aPL’larin trofoblastlar iizerindeki kompleman aracili aktivasyonunun

inhibisyonuna neden olmaktadir (151).

Heparin ve aspirinin trofoblast biyolojisi iizerine direk etki ile trofoblast
apoptozisinde modiilasyona yol agtigi, bunun da TGK olgularinda klinik yararim
aciklayan mekanizmalardan biri olduguna c¢esitli ¢calismalarda yer verilmistir. Diisiik
molekiil  agrlikli  heparinler  trofoblast  proliferasyonu, invazyonu ve
diferansiyasyonunu diizenleyerek sitoprotektif etki saglar. Heparin- binding
epidermal growth factor (HB-EGF) trofoblast fonksiyonu iizerine diisikk molekiil
agirliklt heparin etkisi icin Onemli bir faktordiir. DMAH, desidual HB-EGF
ekspresyonunu indiikler ve apoptosise ugrayan desidual hiicrelerin sag kalimini

artirir.

Hem DMAH hem de anfraksiyone heparin plasentadan ge¢mez, siite gegis

gostermez ve teratojen etkileri saptanmamistir, fetal hemorajiye yol agmazlar.

DMAH’lerden yapilan calismalar dalteparin, enoxaparin, nadroparin gibi
molekiiller ile yapilmistir. Tinzaparin ile ilgili yeterli ¢alisma bulunmamaktadir ve
tinzaparinin gebelikteki kullanimu ile ilgkili osteoporotik fraktiir olgusu bildirilmistir

(76).

2.7.2. Diger Tedaviler

2.7.2.1. Aspirin

Aspirin siklooksijneaz enzimindeki serin kalintilarini irreversebil olarak
hidroksilleyerek siklooksijenaz (COX) enzimini segigi ve geri donilisiimsiiz olarak
inhibe eder.  Aspirin  vazokonstriksiyonu ve trombosit agregasyonunu
engellemektedir ve etkisi geri doniisiimsiizdiir. Salisilat plasentadan kolayca fetusa

gecer ve fetal prostasiklin ve tromboksan aktivitesini bozar.
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2.7.2.1. Folik Asit

Tromboz Oykiisii olmayan Hyc diizeyleri yiikselmis olan hastalara gebelik
oncesi vitamin B6, B12 ve folik asit ile uygun takviye yapilmalidir. Bu yaklagimi
kanitlayan hi¢bir randomize kontrollii ¢alisma yoktur, ancak bu tedavinin toksisitesi
onemsizdir ve folik asitin noral tlip defektleri azaltmada &nemi gosterilmistir.
Profilaktik heparin homozigot MTHFR mutasyonu olanlarda, ya da vitamin
destegine yanit vermeyen olumsuz gebelik sonuglar1 olan ve tromboemboli dykiisii

olan hastalarda diisiiniilmelidir (56).
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Hasta-Kontrol Populasyonunun Se¢imi

Calisma, Siileyman Demirel Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan onaylanmistir (18.03.2015 tarihli toplantinin 68 sayil1 karari).
Ayrica, calisma Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. (Proje no 4563-TU2-16; onay tarihi;
01.02.2016).

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Ana Bilim Dali ve Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Calismaya alinan hastalar Siileyman Demirel Universitesi, Kadin

Hastaliklar1 ve Dogum Bilim Dali’na basvuran goniillii hastalardan se¢ildi.

Arastirmaya alinan TGK tanis1 olup ayni zamanda trombofilili ancak heniiz
ilag almamis olan 10 hasta, TGK tanis1 olup ayni zamanda trombofilisi olan ve
gebelik oncesi DMAH kullanmis (12 hafta boyunca) 10 hasta, TGK tanis1 olup
trombofilili ve gebelik saptandiktan sonra (GSS) DMAH kullanmis 16 hasta ve
hicbir ek hastaligi olmayan 10 kisilik kontrol grubundan olusturuldu. Hastalar
gebelik, diyabet, sistemik inflamatuar hastalik gibi oksidatif stresle ilgili degerleri
etkileyebilecek problemi olmayan hastalardan secildi. Hastalara calismamiz

anlatilmig, onam formlar1 alinmistir.

Hastalarin bilgilerine; yatis ve takip dosyalarindaki bilgiler ve ayrica telefon
goriigmeleri ile ulagilmistir. Hastalarin tamaminda TGK nedeni arastirilmak iizere
jinekolojik ve obstetrik degerlendirme yapilmistir. Trombofilinin taramasi igin,
ciftlerin her birinden periferik kanda kromozom analizi, Protein C, Protein S,
antitrombin III, AFAS ve SLE i¢in otoimmiin tarama paneli, FV Leiden, protrombin,
MTHFR gen mutasyon tahlilleri istenilmis, dnceden tahlil sonuglart olanlarda bu
tetkikler tekrarlanmamistir. Gebeliklerinde basvuran hastalarda, dis merkezlerde
gebelikten Once uterin  anomali agisindan transvajinal ultrasonografi  ve
histerosalpingografi ile degerlendirilmis olanlar arastirma gurubumuza alinirken,

uterin anomali taranmamis hastalar aragtirmadan diglanmistir.
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Tim olgularin kan alimi benzer sartlarda ve aymi kisiler tarafindan
gerceklestirildi. Kanlar uygun antikoagulan eklenmis enjektorlerle alinip kisa siire
icinde calismak iizere laboratuvara ulastirildi. Daha sonra kanlar trombosit
izolasyonu boliimiinde anlatildig1 sekilde santrifiij edilerek hiicreler ve serum izole
edildi.

Hastalardan alinan vendz kan orneklerinden trombositler izole edildi. Toplam
trombosit sayilart Casy TT cihazi ile hiicreler Casy TT solusyonuna alinarak sayildi.
Trombositlerin elde edilme (izolasyon) miktarma bagli her biri 10° hiicre olacak
sekilde kisimlara ayrildi. Trombosit aktivasyonundaki erken etkilesimlerin
belirlenmesi agisindan 6nemli olan A[Ca*?]i degisiminin kinetik olarak izlenmesini
saptamak ig¢in; kalan trombositlerin FLMP ile aktive edilerek, izole edilip, carry
eclipse fluoresence spectrophotometer cihazi ile hiicre ici serbet kalsiyum [Ca*?];

diizey degisimleri belirlendi.
Gruplar;
1. Kontrol Grubu (n=10): Hi¢bir ek hastalig1 olmayan grup.

2. Hasta Grubu (n=10): TGK &ykiisii olan trombofilisi olup gebelik oncesi
DMAH kullanmamis olan hastalar.

3. Tedavi Grubu 1 (n=10): TGK 0ykiisii olan trombofilisi olup gebelik
oncesi DMAH kullanmis olan (en az 12 hafta boyunca) hastalar.

4. Tedavi Grubu 2 (n=16): TGK tanisi olup trombofilili ve gebelik
saptandiktan sonra DMAH kullanmis hastalar olmak iizere 4 ayr1 grupta

incelendi.

Tedavi Grubu 1°’de DMAH tedavisine gebelik siiresince de devam edilmistir
ve sonunda Tedavi Grubu 1 ve Tedavi Grubu 2 gebeligin maternal ve neonatal

sonuclar1 agisindan da incelendi.

3.2. Malzemeler ve Aletler

e Sarjl pipet: Witeg (Almanya)

e Sarjli pipet uclart: LP Italiana 5 ml, 10 ml hacimlerde (Italya)
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e Floresan spektrofotometre: Cary Eclipse, Varian, (Avustralya)
e Seffaf kiivet: Sarstedt (45mm) Cuvvette (Almanya)

e Plate reader: Infinite 200 Pro, Tecan (Avusturya)

e Hiicre sayim cihazi: Casy TT, Roche, (Almanya)

e Jel goriintiileme cihaz1: Syngene G:Box, XRQ (Ingiltere)

e Sogutmali santrifiij: Kubota 2800 (Japonya)

e Derin dondurucu (-80°C ): Wisd Persnal Digital (Kore)

e Hassas terazi: Scaltec SPB 32 (isvicre)

e Vorteks: Niive NM 100 (Tiirkiye)

e pH metre: Hanna Instruments (Portekiz)

e Manyetik karistirici: Niive (Tiirkiye)

e COg inkiibator: Heal Force HF90, Smart Cell (Japonya)

e (Calkalamali su banyosu: Termal Laboratuvar Aletleri (Tiirkiye)
e (Calkalama cihazi: Biosan Orbital shaker PSU 101 (Tiirkiye)

e Falkon tiipleri: ISOLAB, 15 ml ve 50 ml hacimlerde (Almanya)
e Steril 96’lik plakalar: Greiner Bio-One (Almanya)

e Buz yapma makinesi: ITV 1Q P5C (ABD)

e Manyetik 1siticili karigtiric1: Variomag Monoterm (Almanya)

¢ Distile ve ultradistile su cihazi: ELGA Purelab option DU25 (ABD)

3.3. Cahismada Kullamilan Kimyasal Maddeler

e Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium (RPMI 1640), Sigma
Aldrich (ABD)

e Fetal Bovine Serum (FBS), Life Technologies (ABD)

e Penicillin/Streptomycin, Biochrom (Almanya)
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Phosphate Buffered Saline (10X, PBS), Biochrom (Almanya)
Trypsin-EDTA (%0,25), Sigma Aldrich (ABD)

Dimethyl sulphoxide (DMSO), Sigma Aldrich (ABD)
Anthranilic acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Cumene hydroperoxide, Sigma Aldrich (ABD)

Ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA), Merck (Almanya)
Ethylene glycol tetraacetic acid (EGTA), Sigma Aldrich (ABD)
HEPES, Sigma Aldrich (ABD)

Sodium chloride (NaCl), Merck (Almanya)

Potassium chloride (KCI), Merck (Almanya)

Calcium chloride (CaClz), Merck (Almanya)

L-glutamic acid, Merck (Almanya)

Hydrochloric acid (HCI), Merck (Almanya)

Potassium hydroxide (KOH), Merck (Almanya)

Fura-2 AM, Invitrogen (ABD)

APOPercentage Apoptosis Kit, Biocolor (Kuzey Irlanda)
Dihydrorhodamine 123 (DHR 123), Molecular Probes (ABD)
JC-1 Dye, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Kaspaz 3 substrat (AC-DEVD-AMC), Bachem, (Isvigre)
Kaspaz 9 (AC-LEHD-AMC) substrat, Bachem, (Isvicre)
Capsaisin, Santa Cruz Biotechnology (ABD)

Anthranilic Acid (ACA), Sigma Aldrich (ABD)

Capsazepine - Santacruz (ABD)
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3.4. Laboratuvar

3.4.1. Trombosit izolasyonu

Trombositlerin elde edilmesi ortak ¢alismakta oldugumuz Extramadura
Universitesinde Prof. Pariente’nin ¢alismalarinda belirttigi yonteme gore yapildi
(Lopez et al. 2008). Bu metot baslica su sekilde uygulanmistir; Hasta ve saglikli
bireylerden kan asit/sitrat antikoagulani iceren tiiplere alindi. Bu antikoagiilanl
tiiplerin icerisinde su kimyasallar yer almistir (mM olarak): 85 sodyum sitrat, 78
sitrik asit ve 111 D-glikoz. Trombosit bakimindan zengin plazma (PRP) bu
antikoagiilanli kanin 700 g de 5 dakika santrifiij edilmesi ile elde edildi. Bu PRP lere
aspirin (100 uM) ve apyrase (40 pug/ ml) ilave edildikten sonra, trombosit hiicreleri
350 g de 20 dakika santrifiij edilerek elde edildi. Elde edilen hiicreler HEPES-
buffered saline (HBS) de sulandirildi. Bu HBS’nin pH ve elektrolit igerigi kan ile
ayni olmasi saglandi. Bu amacla pH 7.45 ayarlandi. Ayrica, mM olarak: 145 NaCl,
10 HEPES, 10 D-glikoz, 5 KCI, 1 MgS0O4, %0.1 sigir albiimini (BSA) ve 40 pg ml
apyrase icerdi. En son trombosit miktar1 hiicre sayic1 (Casy Cell Counter TT) da

sayilarak analizler i¢in kisimlara ayrildi.

3.4.2. Intraseliiler Kalsiyum Iyonu Ol¢iilmesi

Hiicre i¢i kalsiyum miktarinin 6lgimii igin trombosit hiicreleri oda 1sisinda 45
dakika boyunca 4uM fura—2 AM fliloresan boyasi ile boyandi (152). Boyanma
isleminden sonra yikamaya tabi tutulan hiicre manyetik olarak karistirilan, seffaf
kiivetlere hiicre yogunlugu 2x108 olacak sekilde Na*-HEPES [(mM cinsinden) NaCl,
140; KCI, 4,7; CaCl2, 1,2; MgCI2, 1.1; glukoz, 10 ve HEPES, 10 (pH 7.4)]
solusyonu igerisinde florasan spektrofotometrede (Varian Cary Eclipse, Australia)
haznesine yerlestirildi. Fura—2 AM i¢in eksitasyon dalga boylari 340 nm ve 380 nm,
505 nm emisyon dalga boylarinda fliioresan 151k ile uyarildi ve yaklasik yedi dakika
boyunca kayit alindi. Hiicre ici serbest Ca*? iyon diizeyi ([Ca*?]i) degisimleri
bilgisayar ekraninda 340 nm/380 nm dalga boylarindaki uyarimlar1 ile kaydedildi
(153) ve bulgular Grynkiewicz ve arkadaslarinin metoduna gore hesaplandi (108).
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Resim 1. Kalsiyum sinyali analizlerinin yapildigi spektrofluorometre cihazi.

3.4.3. Hiicre ici ROT Uretimi Tayini

Izole edilen hiicreler 150 pl 1xPBS ile sulandirildi. Sonrasinda her bir
ependorfta 50 ser pl olacak sekilde hiicreler 3’e boliindii. Daha sonra {izerlerine 950
ul RPMI konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra tizerine 1pul Dihydrorhodamine (DHR) 123
ROT boyasindan konuldu ve giizelce pipetaj yapildi. Ependorflar 30 dk siireyle
inkiibatore konuldu. Siire bitimini takiben 4x100 G devirde 5 dakika santrifiij edildi.
Sonrasinda olusan siipernatant dokiilerek tizerlerine 300 ul 1xPBS koyup giizelce
pipetaj yapildiktan sonra plate kuyucuklarina (Infinite 200 Pro, Avusturya) her bir
kuyucuga 100 pl olacak sekilde hiicreler boliindii. Plate readerda florasanlar 498 nm
emisyon ve 522 nm eksitasyon (uyarim) dalga boylarinda okunmustur ve aradaki

fark deger olarak belirlenmistir. Degerler, kontrole kiyasla misli artis olarak verildi.

3.4.4. Kaspaz 3 ve 9 Enzim Aktiviteleri Tayini

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarinin hazirlanmasi i¢in 2.5 ml kaspaz 3 ve
kaspaz 9 un buffer ham soliisyonlarindan 15 ml’lik falkon tiiplerine konuldu. Her 2
tampona da 2,5 pul NP-40 (+23°C) kimyasalindan ilave edildi, sonrasinda vortekste
karistirip floresan kaspaz DTT boyasindan kaspaz 3 ve kaspaz 9 bufferlarinin tizerine
10ul ve 2.5ul konulup giizelce vortekste karistirildi. Izole edilen trombositler 150 pl
I1xPBS soliisyonuyla sulandirildiktan sonra her bir plate kuyucuguna 15 pl olacak

sekilde 10 kuyucuga esit bir sekilde konuldu. Uzerine de oncesinde hazirlamis
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oldugumuz kaspaz 3 ve kaspaz 9 tamponlarindan 50 pl konuldu ve sonrasinda agiga
c¢ikan enzimler (Infinite 200 Pro, Avusturya) cihazinda 360 nm uyarilma ve 460 nm
emilme dalga boylarinda okunarak kaspaz 3 ve 9 aktiviteleri degerlendirildi. (AC-
DEVD-AMC Kaspaz 3 ve AC-LEHD-AMC Kaspaz 9 i¢in). Elde edilen veriler

kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi.

3.4.5. Apopitozis Testleri

Izole edilen trombositler 150 ul 1xPBS ile sulandirildi. Sonra her bir
ependorfta 50 ser pl olacak sekilde hiicreler 3°e boliindii. Daha sonra {izerlerine 950
pul 1XPBS konuldu. Pipetaj yaptiktan sonra iizerine 3-5 pl apopitozis boyasindan
(Apopercentage dye 10 ml) ilave edildi ve 30 dk siireyle ¢alkalama cihazina konuldu.
Calkalama sonras1 3500 rpm de 5 dk santrfiij ettik ve iistte olusan siipernatant (iistte
olusan hiicresiz sivi kisim) dokiildii. Uzerine tekrar 1xPBS eklendi ve 200pl
Apopercentage Release’den ilave edildi. Pipetaj yaptiktan sonra siipernatant alindi ve
plate kuyucuklarimiza yerlestirerek 550 nm de Infinite 200 Pro (Avusturya) kuyucuk
okuyucu cihazinda okundu. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artig olarak

degerlendirildi.

3.4.6. Mitokondriyal Membran Depolarizasyon Tayini

Hiicre igerisine Ca*? iyon akisi, mitokondride depolarizasyon artis1 yoluyla
ROT iiretimini artirmakta, artan hiicre ici ROT miktari, gerek hiicre i¢i organale
kapilarim acarak ve gerekse katyon kanallarina zarar vererek sitozolde Ca*? miktarini
artirmaktadir. Mitokondriye daha fazla Ca*? girisi depolarizasyonu artirmakta ya
hiicre calismasi bozulmakta veya hiicre apopitozise gitmektedir. Bu nedenle,
mitokondriyal zar depolarizasyonu tayininin yapilmasit bu halkadaki zinciri

tamamlayarak molekiiler mekanizmalarin aydinlatilmasina katki saglamistir.

Analizin yapilis1: Hiicreler 1 [JM JC-1 ile 37 °C de 15 dakika inkiibe edildi.
JC-1 boyas1 mitokondride depolarizasyon artisina paralel girisi artmaktadir. JC-1
inkiibasyon sonras1 kirmizidan yesile dogru florasan artisi mitokondriyal
depolarizasyonu gostermekte ve bu durum plate reader tarafindan degisik dalga

boylarinda hemen pesi sira cihaz tarafindan otomatik olarak belirlenebilmektedir.

50



Yesil dalga boylart eksitasyon 485 ve emisyon 535 dalga boylarinda belirlendi.
Kirmiz1 dalga boyu degisimleri ise 540 nM (Eksitasyon) ile 590 nM (Emisyon) de

belirlendi. Elde edilen veriler kontrole kiyasla misli artis olarak degerlendirildi.

Resim 2. Floresans ve spektrofotometrik analizlerin yapildig1 kuyucuk okuyucu
(plate reader) cihazi.

3.4.7. Western Blot Analizleri

Tiim Western Blot analizleri standart protokol izlenerek gerceklestirildi. Her
gruba ait flasklar rutin olarak kaldirilip santrifiijden sonra siipernatant atildi. Hiicreler
lizis tamponu igerisinde ¢ozdiiriildi. 12000 rpm’de 15 dk boyunca santrifiij edilen
trombosit hiicrelerinin iizerinden siipernatant uzaklastirildi. Total protein miktari
Bradford yontemine gore belirlendi. Immunoblottlama i¢in %6 ile %13 arasinda
degisen konsantrasyonlarda Sodium Dodecyl Sulfate-PolyAcrylamide Gel (SDS-
Page) hazirland1 ve jellere esdeger protein (her 6rnekten + 30 ug) yiiklemesi yapildi.
Elektroforez islemi ardindan jeller nitroseliiloz membranlara transfer edildi. Oda
sicakliginda 1 saat boyunca %5 yagsiz siit tozu (Pmar, Tiirkiye) ve %1 Tween 20
iceren Tris Buffered Saline (TBS) ile bekletildi ve 3 defa 5 dk siireyle TBST buffer
ile yikandi. Daha sonra membran primer; Caspase 9/p35/p10 Polyclonal Antibody
(Proteintech, ABD); Caspase 3, pl7-specific Polyclonal Antibody (Proteintech,
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ABD); Beta Actin Polyclonal Antibody (Abcam Biochemicals, ingiltere); PARP1
Polyclonal Antibody Proteintech, ABD)) ve sekonder antikor (Amersham ECL
Rabbit 1gG, HRP-linked whole Ab, Ingiltere) ile inkiibe edildi. Islem sonunda B-
actin, PARPI, aktif (boliinmiis) kaspaz 3, aktif (boliinmiis) kaspaz 9 ve TRPM2 ve
TRPV1 kanal proteinlerine ait ekspresyon calismalarinda elde edilen bantlar, hassas

jel goriintiileme cihaz1 (Syngene G:Box, Ingiltere) kullanilarak gériintiilendi.

Resim 3. Western Blot analizi i¢in kullanilan ekipmanlar.

Resim 4. Jel goriintiileme cihazi.
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3.5. Klinik

Calismaya dahil olan hastalarin tamaminda TGK nedeni arastirilmak iizere
jinekolojik ve obstetrik degerlendirme yapilmistir. Hastalar gebelik istemi ile
bagvuran kadinlardan olusmaktaydi. Hastalar transvajinal ultasonografi ve
histerosalpingografi ile uterin anomali agisindan arastirilmigtir. Uterin anomalisi olan
hastalar calismaya dahil edilmemistir. Endokrin patolojilerin arastirilmasi agisindan
tiroid fonksiyon testleri, prolaktin istenmistir. Anormal sonuca sahip olan hastalar
calisma dis1 birakilmistir. Trombofilinin arastirilabilmesi i¢in, ¢iftlerin her birinden
periferik kanda kromozom analizi, Protein C, Protein S, antitrombin IIl, AFAS ve
SLE ig¢in otoimmiin tarama paneli, FV Leiden, protrombin, MTHFR gen mutasyon
tahlilleri istenmistir. Caligmaya daha Oncesinde en az 2 tane 20. haftanin altinda

gebelik kaybi olan kadinlar dahil edilmistir.

3.6. istatiksel Analiz

Biitiin veriler ortalama + standart sapma [mean + standard deviation (SD)]
olarak verildi. Trombosit hiicrelerinde ¢alisilan bilimsel degerlerin aritmetik ortalama
degerleri arasindaki farkliliklar, SPSS for Windows 17.0 paket bilgisayar programi

kullanilarak istatistiksel olarak karsilastirildi.

Gruplar aras1 fark olup olmadigi Mann-Whitney U, ANOVA, Chi-square
testleri istatistiksel analizi ile degerlendirildi. Tiim istatistiki karsilastirmalarda

anlamlilik diizeyi p<0.05 den kii¢iik olanlar anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin TRPM2 Kanah Aracih Ca*?
Girisi Uzerindeki Etkileri

Calismamizda gebelik oOncesi DMAH tedavisinin  Kontrol Grubu,
Kontrol+ACA Grubu, Hasta Grubu, Hasta+ACA Grubu, Tedavi Grubu 1 ve Tedavi
Grubu 1+ACA gruplarmin trombositlerindeki TRPM2 kanallarindan Ca*? gegisi
tizerine etkisinin sonucglart Grafik 1°de gosterilmektedir. Kontrol+ACA, Tedavi
Grubu 1 ve Tedavi Grubu 1+ACA grubunun trombositlerdeki TRPM2 kanallarindan
Ca*? iyon gecisinin Kontrol Grubu’na kiyasla azaldig1 goriilmektedir (p<0.001).
Hasta Grubu ve Hasta+ACA Gruplarinda ise trombositlerdeki TRPM2 kanallarindan
Ca iyon gecisinin Kontrol Grubu’na kiyasla arttigi goriilmektedir (p<0.001).
Trombositlerdeki TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gecisi Hasta Grubu’nda
Kontrol+ACA Grubu’na kiyasla istatistiksel olarak arttigi goriilmiistiir (p<<0.001).
Hasta Grubu’na kiyasla, HastatACA Grubu’nda ise trombositlerdeki TRPM2
kanallarindan Ca*? iyon gecisi azaldign goriilmiistiir (p<0.001). Gebelik oncesi
DMAH kullanan Tedavi Grubu 1’de TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gegisi
Hasta+ACA Grubu’na kiyasla azaldig1 goriilmistiir (p<0.001). Yine Tedavi Grubu
1+ACA Grubu’nda trombositlerdeki TRPM2 kanallarindan Ca*? iyon gecisi Tedavi
Grubu 1’den az oldugu gorilmistiir (p<0.001).

1000

a | o (1) Kontrol
s (2) Koontrol+ACA
(3) Hasta 3)
800 - (4) Hasta-+ACA
(5) Tedavi Grubu 1
s (6) Tedavi Grubu 1+ACA
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3
-<—]- 400 -
(4)
200 - H,0, R 1
|ttt (2).(6)
0 T T T T T T T T T T
1 21 41 61 81 101 121 141 161 181 201
Zaman (Saniye)

Sekil 6. Trombositlerdeki Hidrojen Peroksit (H202) stimiilasyonu ile baslatilan hiicre
ici serbest Ca*? salinimi iizerine DMAH etkilerinin zamanla degisimi.
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Grafik 1. Konrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin trombositlerindeki TRPM2
kanallarindan kalsiyum iyon gegisi.

3p<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Kontrol+ACA Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta
Grubu’na kiyasla. 9p<0.001 Hasta+ACA Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Tedavi Grubu 1’e kiyasla

4.2. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin TRPV1 Kanali Aracih Ca*?
Girisi Uzerindeki Etkileri

Calismamizda gebelik oOncesi DMAH tedavisinin Kontrol ~Grubu,
Kontrol+CPZ Grubu, Hasta Grubu, Hasta+CPZ Grubu, Tedavi Grubu 1 ve Tedavi
Grubu 1+CPZ gruplarinin trombositlerindeki TRPV1 kanallarindan kalsiyum iyon
gecisi lizerine etkisinin sonuglar1 Grafik 2’°de gdsterilmektedir. Konrol+CPZ Grubu,
Tedavi Grubu 1 ve Tedavi Grubu 1+CPZ gruplarinda trombositlerindeki TRPV1
kanallarindan kalsiyum iyon gecisi Kontrol Grubu’na kiyasla azaldig1 goriilmektedir
(p<0.001). Hasta Grubu ve Hasta+CPZ gruplarinda ise trombositlerdeki TRPV1
kanallarindan Ca*? iyon gecisinin Kontrol Grubu’na kiyasla arttig1 goriilmektedir
(p<0.001). Trombositlerdeki TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gegisi Hasta grubunda
Kontrol+CPZ Grubu’na kiyasla istatistiksel olarak arttigi goriilmiistiir (p<0.001).
Hasta+CPZ Grubu’nda ise trombositlerdeki TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gegisi
Hasta Grubu’na kiyasla azaldigi gorilmiistiir (p<0.001). Gebelik oncesi DMAH
kullanan Tedavi Grubu 1’de TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gecisi Hasta+CPZ
Grubu’na kiyasla azaldigi goriilmiistir (p<0.001). Yine Tedavi Grubu 1+CPZ
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Grubu'nda trombositlerdeki TRPV1 kanallarindan Ca*? iyon gegisi Tedavi Grubu
1’den az oldugu goriilmiistiir (p<0.001).

a 800 - e (1) Kontrol
e (2) Kontroh+-CPZ
700 - s (3) Hasta (3)
e (4) Hasta+CPZ
600 | e (5) Tedavi Grubu 1
s (6) Tedavi Grubu 1+CPZ
_ 500 -
LN
S 400 -
) (4)
300 -
(1)
200 1 CAP S
/ A 2
100 - - o a2 o O o T e el (2)
] T T T T T T T T . | | :
1 21 a1 61 81 101 121 141 161 181 201
Zaman (Saniye)

Sekil 7. Trombositlerdeki kapsaisin (CAP) stimiilasyonu ile baglatilan hiicre i¢i
serbest Ca*? salmimu iizerine DMAH etkilerinin zamanla degisimi.
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Grafik 2. Konrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplariin trombositlerindeki TRPV 1
kanallarindan kalsiyum iyon gegisi.

3<0.001 Konrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Konrol+CPZ Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta
Grubu’na kiyasla. 9p<0.001 Hasta+CPZ Grubu’na kiyasla. ®p<0.001 Tedavi grubu 1’e kiyasla.
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4.3. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin Apopitozis, Hiicre Canlihig),
Kaspaz 3 ve Kaspaz 9 Aktiviteleri Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol, Hasta ve Tedavi Grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki apoptozis, hiicre canliligi, kaspaz 3 ve kaspaz 9 diizeyleri Grafik
3’te tamimlanmistir. Hasta Grubu’nda Kontrol Grubu’na kiyasla apopitozis artis
gosterirken (p<0.05) hiicre canliliginin (MTT) azaldig1 izlenmektedir (p<0.001).
Yine Tedavi Grubu 1’de Kontrol Grubu’na kiyasla apopitozisin azaldigi hiicre
canliliginda artigin oldugu izlenmektedir (p<<0.001). Gebelik 6ncesi DMAH kullanan
Tedavi Grubu 1’de Hasta Grubu’na kiyasla apopitozisin azaldigi hiicre canliliginin

artt1g1 istatistiksel olarak anlamli bulunmaktadir (p<0.001).

Kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitelerine bakildiginda ise Hasta Grubu Kontrol
Grubu ile kiyaslandiginda Hasta Grubu’nda kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri
artmistir (p<0.05). Tedavi verilen grupta ise kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri Hasta

Grubu’na kiyasla Tedavi Grubu 1’de anlaml olarak azaldig1 izlenmektedir.
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Grafik 3. DMAH tedavisinin kontrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki apopitozis, hiicre canliligi, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktiviteleri
tizerine etkisi.

3p<0.05 ve ®p<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta Grubu’na kiyasla.

4.4. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin PARP1 Ekspresyon Diizeyleri
Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol, Hasta ve Tedavi Grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki PARP1 ekspresyon diizeyleri Grafik 4’te tanimlanmistir. Kontrol
Grubu’na kiyasla Hasta Grubu’nda PARP1 ekspresyon diizeyleri artmistir (p<0.001).
Gebelik oncesi DMAH tedavisi alan Tedavi grubu 1°de ise Hasta Grubu ile
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karsilagtirildiginda PARP1 ekspresyon diizeylerinde azalma oldugu izlenmektedir
(p<0.001).

20 KD - —— e P ARP1
R — — — e

Kont. Hasta Ted. Gr.1
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2 -
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -

a

PARP1 Ekspresyon
Diizeyleri

Kontrol Hasta Tedavi Grubu 1

Grafik 4. DMAH tedavisinin kontrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki PARP1 ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi.

3<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta Grubu’na kiyasla.

4.5. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin Hiicre ici ROT Uretimi ve
Mitokondriyal Membran Depolarizasyonu (JC-1) Diizeyleri Uzerine Etkisi

Calismamizda Kontrol, Hasta ve Tedavi Grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki hiicre i¢i ROT iiretimi {izerindeki etkisi Grafik 5’te
tanimlanmistir. Kontrol Grubu’na kiyasla Hasta Grubu’nda ROT ve JC-1 diizeyleri
artmigtir (p<0.001). Gebelik 6ncesi DMAH tedavisi alan Tedavi grubu 1°de ise Hasta
Grubu ile karsilagtirildiginda hiicre i¢i ROT ve JC-1 diizeylerinde azalma oldugu
izlenmektedir (p<0.001).
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(Misli artis)

o
o

ROS ve JC-1 Diizeyleri

Tedavi Grubu 1

Kontrol Hasta

Grafik 5. DMAH tedavisinin kontrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin hiicre igi
ROT ve JC-1 diizeyleri iizerine etkisi.

3p<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta Grubu’na kiyasla.

4.6. Gebelik Oncesi DMAH Tedavisinin Kaspaz 3 ve Kaspaz 9

Ekspresyon Diizeylerine Etkileri

Calismamizda Kontrol, Hasta ve Tedavi Grubu 1 gruplarinin

trombositlerindeki kaspaz 3 ve kaspaz 9 ekspresyon diizeyleri Grafik 5 ve 6’da
tanimlanmistir. Sonuglar B-actin ile normalize edilmistir. Kaspaz 3 ekspresyon
diizeyi Hasta ve Kontrol gruplar ile kiyaslandiginda gebelik 6ncesi DMAH tedavisi
alan Tedavi Grubu 1’de azalmis oldugu izlenmektedir (p<0,001). Kaspaz 9

ekspresyon diizeyi ise Hasta Grubu’nda Kontrol Grubu’na kiyasla yiiksek

bulunmustur. Gebelik 6ncesi DMAH tedavisi alan Tedavi Grubu 1’de ise Hasta

Grubu’na gore azalmig oldugu izlenmektedir (p<0,001).
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40 kD

Kont. Hasta Ted. Gr.1

B-Actin

Kaspaz 3

Kaspaz 3 Ekspresyon Dizeyleri
(B-actin ile normalize yogunluk)

Kontrol Hasta Tedavi Grubu 1

Grafik 6. DMAH tedavisinin kontrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki kaspaz 3 ekspresyon diizeyleri {izerine etkisi.

3p<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. ®p<0.001 Hasta Grubu’na kiyasla.

<o i
O KD Kaspaz 9

-

Kont. Hasta Ted. Gr.1
1,8 -
1,6 -
1,4 -
1,2
1,0 -
0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0,0 -

d

Kaspaz 9 Ekspresyon
Diizeyleri

Kontrol Hasta Tedavi Grubu 1

Grafik 7. DMAH tedavisinin kontrol, hasta ve tedavi grubu 1 gruplarinin
trombositlerindeki kaspaz 9 ekspresyon diizeyleri iizerine etkisi

3p<0.001 Kontrol Grubu’na kiyasla. °p<0.001 Hasta Grubu’na kiyasla.

4.7. Klinik Veriler

Calismamiza dahil olan hastalarin tamaminda (Hasta Grubu, Tedavi Grubu 1
ve Tedavi Grubu 2) TGK nedeni trombofili idi. Trombofilisi olan Hasta Grubu’na
dahil olanlar gebelik 6ncesi DMAH kullanmamis olan, Tedavi Grubu 1’e dahil
olanlar gebelik dncesi DMAH baslanmis olan, Tedavi Grubu 2’e dahil olanlar GSS
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DMAH baslanmis olan hastalardan olusmaktaydi. Kontrol Grubu’na dahil olanlar

saglikli grubu olusturmaktadir.

Calisma gruplar1 4 ana gruba ayrildi ve arastirma gruplarinin dagilimi Tablo

8’de gosterilmistir.

Tablo 8. Aragtirmanin 4 ana gurubunun dagilimi.

Gruplar Say1 Yiizde
Kontrol Grubu 10 21,8
Hasta Grubu 10 21,8
Tedavi Grubu 1 10 21,8
Tedavi Grubu 2 16 34,6
TOPLAM 46 100,0

Hastalarin trombofili siniflamasina gore dagilimi Tablo 9°da verilmistir

Tablo 9. Hastalarin trombofili siniflamasina gére dagilimu.

Konjenital trombofili

Edinsel trombofili

Hasta Grubu (n=10)

(Say1 - Yiizde) 7 - (%70) 3 - (%30)
Tedavi Grubu 1 (n=10)

(Say1 - Yiizde) 9 - (%90) 1-(%10)
Tedavi Grubu 2 (n=16) 11 - (%68.8) 5 - (%31.2)

(Say1 - Yiizde)

Tablo 10’da arastima grubumuza katilan hastalar TGK tipine gore

siniflandirilmastir.

Tablo 10. Hastalarin 6nceki gebeliklerinin TGK tipine gore dagilimi.

. Tedavi

TGK Tipi Hasta_Grubu Tedaw_Grubu 1 Grubu 2

(n=10) (n=10) (n=16)
Primer (0 (0 (0
(Say1 - Yiizde) 6 - (%60) 7 - (%70) 10 - (%62.5)
Sekonder 4 - (%40) 3 - (%30) 6 - (%37.5)
(Say1 - Yiizde) '
TOPLAM 10 - (%100) 10 - (%100) 16 - (%100)
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4.7.1. Gruplarin Kendi Aralarinda Sosyodemografik Veriler A¢isindan

Incelenmesi

Tablo 11. Kontrol Grubu ile hasta grubu, tedavi grubu 1 ve tedavi grubu 2
gruplarinin sosyodemografik ozelliklerine gore karsilastirilmasi.

P Kontrol Hasta Ted. Gr.1 | Ted. Gr. 2 .
Ozellikler (n=10) (n=10) (n=10) (n=16) Anlamhlik Testi
Yas (y1l) _
(Ortalama=S.sapma) 28.90 +£4.43|28.20 £ 5.55|27.60 £ 7.08(29.81 = 3.10 p=0.712
Gravida _
(Ortalama=S sapma) 090+099 | 3.10+0.87 |3.10+1.19 | 4.00 £ 1.03 p =0.002
Parite 0.80+0,78 | 0.30+0.48 | 0.40+0.69|1.00£0.89| p=0.088
(Ortalama+S.sapma) | ’ ) ’ ) ’ ) , '
Diisiik Sayis: 0.10+£0.31 | 2.80 £0.78 [ 2.70+1.05 | 3.31£0.70 | p =0.001
(Ortalama+S.sapma) | ’ ) ’ ) ) ) ) '

Tablo 11’de goriildiigii gibi gruplarin sosyodemografik degiskenlere gore
karsilagtirilmast yapildiginda, yas ve parite agisindan aralarinda istatistiksel fark
saptanmamustir (p>0.05). Gruplar benzer 6zelliklere sahip hastalardan olugsmaktadir.
Ancak gravida ve diisiik sayilar1 incelendiginde gruplar arasinda anlamli istatistiksel
fark saptanmistir (p<0.05). Ciinkii Kontrol Grubu’na dahil olanlarda TGK oykiisii

bulunmamaktadir.

47.2. DMAH Baslanma Zamanmna Gore Diisiikle Sonuclanan

Gebeliklerin Karsilastirilmasi

Tablo 12. Gebelik 6ncesi ve GSS DMAH baslanma zamanina gore diisiik ile
sonuglanan gebeliklerin karsilagtirilmasi.

Diisiik Anlamhhk

Var Yok TOPLAM Testi
Tedavi Grubu 1 (n=10) 2 8 10
(Say1 - Yiizde) (%20) (%80) (%100)
Tedavi Grubu 2 (n=16) 11 5 16 ~0.016
(Sayi - Yiizde) (%68.8) | (%3L1.3) (%100) p=".

13 13 26
TOPLAM (%50) | (%50) (%100)
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Calismamizda Tedavi Grubu 1’e dahil olan hastalar, TGK oykiisii olan
trombofilili ve en az 12 hafta boyunca gebelik 6ncesi DMAH kullanmis olanlardir.
Bu grupta 2 (%20) olgu diisiik ile sonuglanmistir. Tedavi Grubu 2’e dahil olan
hastalar ise TGK 0ykiisii olan ayni zamanda trombofilisi olan ve GSS DMAH
baslanmig olanlardir. Bu grupta ise 11 (%68.8) olgu diisiik ile sonuglanmistir.
Gruplar diisiik sonuglara gore karsilagtirildiginda gebelik 6ncesi DMAH baglama
ile gebelik kayiplar1 2.5 kat azalmaktadir (Odds Ratio: 2.560) ve gruplar arasinda
diisiikler agisindan anlamli istatistiksel fark bulunmaktadir (p = 0.016).

4.7.3. DMAH Baslanma Zamanmna Gore 20 Hafta Uzerine Ulasan
Gebeliklerin Karsilastirilmasi

Tablo 13. Gebelik 6ncesi ve GSS DMAH baglanma zamanina gore 20 hafta iizerine
ulasan gebeliklerin karsilastirilmasi.

20 Hafta Uzerinde
5 ANLAMLILIK

Gebelige Ulasma TOPLAM TESTI

Var Yok
Tedavi Grubu 1 8 5 0
(n=10) . . )
(Say1 - Yiizde) (%80) (%20) (%100)
;I;]eldlaé\;l Grubu 2 5 1 6 o= 0.016
(Sayi - Yiizde) (%313) | (%688) |  (%100)

13 13 26

TOPLAM (%50) (%50) (%100)

Gruplar 20 hafta {izerine ulagsan gebelik sonuglarina gore karsilastirildiginda
DMAH gebelik oncesi baslanildiginda 20 hafta iizeri gebelige ulasma 2.5 Kat
artmaktadir (Odds Ratio: 2.560) ve gruplar arasinda 20 hafta iizerine ulasan gebelik

sonuglart agisindan anlamli istatistiksel fark bulunmaktadir (p = 0.016).

64




4.7.4. DMAH Baslanma Zamanina Gore Canh Dogumla Sonuclanan

Gebeliklerin Karsilastirilmasi

Tablo 14. Gebelik 6ncesi ve GSS DMAH baslanma zamanina gére canli dogumla
sonuglanan gebeliklerin karsilastirilmasi.

Canli Dogum ANLAMLILIK
Var Yok TOPLAM TESTI
Tedavi Grubu 1 7 3 0
(n=10) . . )
(Say1 - Yiizde) (%70) (%30) (%100)
;I;]e_dlaé\;l Grubu 2 5 1 6 = 0054
(S;YI - Yiizde) (%31.3) (%68.8) (%100)
12 14 26
@ (%46.2) | (%53.8) (%100)
Gruplar canli dogum ile sonuglanan gebelik sonucglarina gore

karsilastirildiginda DMAH gebelik 6ncesi baslanildiginda canli dogum orani 2.24 kat

artmaktadir (Odds Ratio: 2.240) ancak gruplar arasinda canli dogum agisindan

anlamli istatistiksel fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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4.75. DMAH Baslanma Zamanmma Gore Gebeliklerin Maternal ve

Neonatal Sonuc¢larima Gore Karsilastirilmasi

Tablo 15. Gebelik 6ncesi ve GSS DMAH baslanma zamanina gore gebeliklerin
maternal ve neonatal sonuglarina gore karsilastirilmasi.

Gruplar
.. Tedavi Tedavi Anlamhilik
Degiskenler Grubul | Grubu?2 Testi
(n=10) (n=16)
Oligohidroamnios Var | 2-(%25) 1 - (%20) 0=0835
(Say1 - Yiizde) Yok | 6-(%75) | 4-(%80) '
Intrauterin Gelisme Var | 1. (%12.5) -
Geriligi -
(Say1 - Yiizde) Yok | 7-(%875) | 5-(%100) | P=04l1
Erken Membran Var | 1-(%12.5) -
A N ok | 7-687.5) | 8- (w100) | P70
Akut Fetal Distres Var - 1-(%12.5) 0= 0.302
(Say1 - Yiizde) Yok | 8-(%100) | 7 - (%87.5) '
Erken Dogum Tehdidi Var | 1-(%12.5) - 0=0411
(Say1 - Yiizde) Yok | 7-(%87.5) | 5-(%100) '
Gestasyonel Diabet Var | 2-(%25) 1 - (%20) 0835
(Say: - Yiizde) Yok [ 6-(%75) | 4-(%80) | "
Gestasyonel Var - 1 - (%20)
Hipertansiyon =0.188
(Selloyl - Yﬁz)clle) Yok 8- (%100) | 4-(%80) i
Diisiik Tehdidi var |2-(%20) |3- (;/;1_8'8) 0 = 0937
(Say1 - Yiizde) Yok | 8- (%80) (%81.3)
Dogum Haftasi 36.37 £ 37.80 + 0= 0.556
(Ortalama+S.sapma) 5.06 1.30 '

Gruplar DMAH bagslama zamanina gére devam eden gebeliklerin, gebeligin
maternal ve neonatal sonuglarina gore karsilastirildiginda gruplar arasinda gebeligin

seyri ve sonuglari lizerine anlamli istatistiksel fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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5. TARTISMA

TGK, klinikte gebeligin sik goriilen bir komplikasyonu olup tiim gebeliklerin
yaklasik %15’in1 etkilemektedir. Ciftlerin bir kisminda gebelik kaybinin belli bir
nedeni bulunmasina ragmen olgularin yaklasik yarisinda altta yatan neden tespit

edilememektedir (154).

Klasik taniminda TGK, gebeligin 20. haftasindan 6nce yada 500 gramin
altinda fetal agirlikla birlikte iic veya daha fazla ardisik gebelik kaybi olarak
tanimlanir. Ancak gebelik kaybi fetusun yasayabilirligine ulasmadan o6nce bir
gebeligin kendiliginden 6liimii olarak tanimlanir. Bu nedenle TGK, bazi otorlerce 24
haftalik gebelige kadar olan tiim gebelik kayiplarini igerir (10). Kimyasal gebelik

kayiplari, molar ve ektopik gebelikler tanima dahil edilmemektedir.

Plasental apopitozis oksidatif stres sonucu dogrudan meydana gelmektedir.
Oksidatif strese yanit olarak ortaya ¢ikan apopitozisin ve sitozole ROT aracilt TRP
kanal aktivasyonu ile asir1 Ca*? girmesi trofoblast hiicrelerinin &liimiine ve
koagiilasyon defektlerine neden oldugu goriilmiistiir. Son yillarda hiicre diizeyinde
meydana gelen bu hasarin habituel abortuslara sebep olabilecegi diistiniilmiis ve

bunun i¢in ¢esitli arastirmalar yapilmistir.

Heparinin trofoblast apopitozisinde modulasyona neden oldugu, TGK
olgularinda gebelik 6ncesi DMAH kullanilmas: ile oksidatif stresin ve oksidatif stres
ile aktive olan TRP kanal akivasyonunun onlenmesi gebelik kayiplarini 6nleyecek

mekanizmalardan biri oldugu bizim ¢alismamizin sonuglari arasindadir.

TGK, 20. gebelik haftasindan 6nce olan {li¢ veya daha fazla gebelik kaybi1
olmasidir. Ancak yeni yaymlarda iki veya daha fazla gebelik kaybi kabul
gormektedir. ASRM 2013 yilinda yayinladigi kilavuzda, tekrarlayan gebelik kaybini
iki veya daha fazla olumsuz gebelikle sonuclanan infertiliteden ayr1 bir hastalik
olarak belirtmistir (4). European Society of Human Reproduction and Embryology
(ESHRE) de 2017 yilinda yayinladig1 kilavuzda TGK tanisinin iki veya daha fazla
gebeligin kaybindan sonra diisiiniilebilecegini belirtmistir. Bu durum iki veya {i¢
diisiikten sonra gebelik kayip oranlarinin benzer olmasidir. Bizde ¢alismamiza iki

veya daha fazla gebelik kaybi olan hastalar1 dahil ettik.
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Apopitozis, insan plasentas: dahil olmak {izere bir¢cok ilireme dokusunda
normal bir olaydir. TGK olan olgularda gebelik oncesi DMAH kullaniminin
apoppitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesi lizerine etkisini arastiran literatiirde
yeterli calisma bulunmamaktadir. 2003 yilinda Choi ve arkadaslar1 apopitozisin TGK
ile iliskili olup olmadigini aragtirmiglardir. 12 apopitozise bagli genin anormal
sekilde koryonik villuslarda eksprese oldugunu ortaya koymuslardir. Apopitozis ile
iliskili genlerin asir1 ekspresyonunun TGK ile iligkili olmasi muhtemeldir sonucuna
varmiglardir (155). Normal gebelik seyri esnasinda trofoblast hiicre apopitozunun
reglilasyonunu degerlendirilen bir calismada da artmis trofoblast apopitozunu
intrauterin gelisme geriligi, preeklampsi ve TGK gibi gebelik komplikasyonlari ile
iliskili bulmuslardir (156).

Kaspaz 3 aktivitesindeki artis apopitozisin bir gostergesidir. Preeklampsi
benzeri semptomlari olan siganlarin plasentalarinda DMAH’in anti-apopitotik
etkisini aragtiran bir ¢aligmada DMAH verilen grupta daha diisiik kaspaz 3 ve Bax
aktivitesi daha yiiksek Bcl-2 aktivitesi bulunmustur. Anlamli derecede daha az
plasental apopitozis indeksi gosterilmistir (157). Yine yapilan bir ¢alismada Faktor V
Leiden mutasyonu olan farelerin plasental dokusunda kaspaz 3 aktivitesinin arttig1
DMAH tedavisi sonrasinda ise aktivitesinin azaldigi bulunmustur. Profilaktik
DMAH kullanimmin trombofili tanist konulmus olanlarda anti-apopitotik

etkilerinden dolay1 olumlu sonuglari olabilecegi vurgulanmistir (158).

2017 yilinda Bolnick ve arkadaslarinin ¢alismasinda oksidatif strese maruz
kalmis sitotrofoblast hiicrelerinde kaspaz 3 diizeyleri yiiksek olarak bulunmustur.
DMAH ile tedavi sonrasinda ise kaspaz 3 diizeyinin azaldigini anti-apoptitotik Bcl-
2’nin arttigint  saptamiglardi. DMAH’1n trofoblastlar iizerindedi anti-apopitotik
etkileri gosterilmistir (159). Shaker ve arkadaslarinin 2018 yilinda yayinlanan
calismasinda Doksorubisinin  (DOX) indiikledigi kardiyomyopatide DMAH
tedavisinin apopitozis parametreleri lizerine etkisinde kaspaz 3 aktivitesinin kontrol
grubunda diisiik oldugu, DOX ile aktivitesinin arttigi goézlemlenmistir. Tedaviye
enoxparin eklenmesi ile kaspaz 3 diizeyinin azaldigr saptanmistir. Enoksaparin

tedavisi ile apopitozisin baskilandigi gozlemlenmistir (160).
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Bizim ¢alismamizda trombofili nedeniyle TGK olanlarda gebelik Oncesi
DMAH tedavisinin apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesi lizerine olan etkisi
arastirildi. Trombofili tanisi olan ve TGK 0ykiisii olan Hasta Grubu’nda apopitozis,
kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesinde artis oldugunu gézlemledik. Tedavi verilen grupta
ise tedavi sonrasinda apopitozis, kaspaz 3 ve kaspaz 9 aktivitesinde azalma oldugunu
saptadik. Sonuglar literatiirde belirtildigi gibi DMAH’1n etkisi ile benzer bulundu.
Klinik bulgularla da karsilagtirildiginda, gebelik o6ncesi DMAH tedavisinin
profilaktik baslanmasi apopitozisi onleyerek olumlu gebelik sonuglar1 elde etmeye

yarar saglayabilir.

Kortikal hiicrelerde glutamat kaynakli apopitozise karst DMAH’1n koruyucu
etkisini arastiran bir calismada tedavi edilen kortikal hiicrelerin yasayabilirlikleri
MTT analizi kullanilarak incelenmistir. Calismanin sonucunda hiicrelerin
yasayabilirlikleri, 24 saat boyunca 100 umol/l glutamat ile inkiibasyon yoluyla
azaltilmistir, bu da hiicrelerin asir1 glutamat ile zarar gorebilecegini gostermektedir.
Glutamat inkiibasyonundan énce DMAH verilen grupta ise hiicre canlilig1 artmistir.
Sonucunda azalan yasayabilirlik, glutamat inkiibasyonundan 6nce 1 mg/l DMAH ile

tedavi ile 6nlenebilicegi sonucuna varilmigtir (161).

DMAH’in  hiicre canliligi iizerine olum etkisi bizim c¢alismamizda
saptanmigtir. Hasta Grubu’nda hiicre canliliginin Kontrol Grubu’na kiyasla anlaml
sekilde azalmig olarak saptadik. Gebelik O6ncesi DMAH tedavisi alan grupta ise
tedavi sonrasi hiicre canliligi Hasta Grubu’na kiyasla anlamli sekilde artmistir. Bu

sonucu da DMAH’m olumlu etkisi olarak yorumladik.

Serbest radikal liretimi ve antioksidan savunmalar1 arasinda kritik bir denge
vardir. Oksidatif stres, serbest radikallerin iiretimi ile antioksidan sistemin bunlari
detoksifiye etme yetenegi arasindaki dengesizlikten kaynaklanir.
Oksidan/antioksidan dengesinin oksidasyon ydniinde bozulmasinin yani oksidatif
stresin, TGK patogenezinde de onemli rolii oldugunu gosteren yayinlar mevcuttur.
Oksidatif stres gebeligin erken doneminde ortaya c¢ikabilir ve postpartum donemde
devam edebilir; bu hasar, tekrarlayan gebelik kaybi, preeklampsi ve erken membran
riptiirii de dahil olmak {tizere, gebelikle iliskili bozukluklarin patofizyolojisinde rol

oynamaktadir (162).
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1996-2005 wyillar1 arasinda Gupta ve arkadaslarinin yaptiklar literatiir
taramasinda bulduklari sonuglara gore; yiiksek oksijen metabolizmasina sahip
plasenta gibi birgok organda canliligin devami igin biyokimyasal tepkimeler
sonucunda hiicre zari, DNA ve hiicre organellerine zararli oksidan denen maddeler
ortaya ¢ikmaktadir, bu zararli maddelerin etkilerinin Onlenmesini saglayan
antioksidanlarla ile oksidanlarin arasindaki denge oksidan lehine kayarsa artmis
oksidatif stres olusur ve bu durum hiicrelerde ve DNA da hasarlanmaya neden olur.
Oksidatif strese bagli plasental hasarlanmanin TGK, mol hidatiform, preeklampsi
Ozellikle de sebebi bilinmeyen TGK gibi hastaliklarin etiyolojisinde sorumlu
olabilecegi yorumu yapilmistir (9). 2013 yilinda Yiyenogullar1 ve arkadaslarinin
oksidatif stres ve gebelik komplikasyonalari iizerine olan prospektif ¢alismasinda ise
30 TGK’l1 ve 30 saglikli gebe ¢alismaya dahil olmustur. TGK olan hastalarda total
oksidatif stres diizeyinin ve oksidatif stres indeksinin arttig1 ve total antioksidan

kapasitenin ise azaldigini saptamislardir (163).

Calismamizda oksidatif stres TGK iligkisi ve DMAH tedavisinin oksidatif
stres lizerine etkisi arastirmanin primer sonuclarindandir. Trombofilisi olan Hasta
Grubu’nda ROT fiiriinleri ve JC-1 seviyesinin Kontrol Grubu’ndan daha fazla oldugu
izlenmistir. Gebelik 6ncest DMAH tedavisi alan grupta ise ROT iiriinleri ve JC-1
seviyesi azalmigstir. Oksidatif stresin olumsuz gebelik sonuclarina neden oldugu
literatiirde c¢esitli caligmalarda aciklanmistir. Ancak gebelik o6ncesi DMAH
tedavisinin apopitozisin indiikledigi oksidatif strese etkisi ile ilgili literatiirde ¢aligma
bulunmamaktadir. Calisgmamizda gebelik 6ncesi DMAH kullanim1 ile oksidatif

stresin Onlenerek gebelik kayiplarinin 6nlenebilecegini sonucuna ulastik.

TRPM2 ve TRPV1’in artan aktivasyonu mitokondriyal permeabilitenin
artmasma ve zarlar arasinda Ca*? igerigini bozan asir1 [Ca*?]; yogunluguna yol
acmaktadir. Mitokondrideki islev bozuklugu ii¢ duruma yol agmaktadir; birincisi
endojen mitokondriyal ROT olusumu, ikincisi kaspaz olusumu ile apopitozis,
ticiinciisti ise PARP1 aktivasyonu ile DNA hasaridir (164). Calismamizda Hasta
Grubu’nda PARP aktivitesi Kontrol Grubu’na kiyasla artmistir. Gebelik Oncesi

DMAH kullanmis olan grupta ise bu aktivite anlamli olarak azalmistir.
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Ca*? iyonu; sinir hiicrelerindeki iletim mekanizmasinda, ROT iiretiminde ve
apopitoziste 6nemli rol oynamaktadir (115). Ca*? iyonunun TRPV1 ve TRPM2
kanallarindan da hiicre i¢ine gectigi bilinmektedir. TRPV1 ve TRPM2 kanallar
oksidatif stresle de aktive olmaktadirlar (165). 2000 yilindan sonraki yapilan
calismalarda hem ADPR’nin hem de oksidatif stresin birbirlerinden bagimsiz olarak

TRPM2 kanalin1 agabildigi belirtilmistir.

Kalsiyum sinyalinin gen ekspresyonu, hiicresel biiyiime ve farklilasma, ROT
olusumu ve apopitozis dahil olmak {izere gesitli hiicresel fonksiyonlar1 kontrol ettigi
gdsterilmistir. Noronlarda DMAH’1n [Ca*?]’; iizerinde modiilasyonunu gosteren bir
calismada DMAH’in  Ca*? salinnmim baskilayarak [Ca*?]’i azaltabildigini
gostermiglerdir (166).

TRP kanallarinin ¢esitli hastaliklarda olan etkisi literatiirde yeni yeni
gindeme gelmektedir. Ancak TGK ile olan ilgisi ile ilgili yeterli g¢alisma
bulunmamaktadir. Calismamizda TRP kanallarindan kalsiyum iyon gecisinin Hasta
Grubu’nda yiiksek oldugunu saptadik. DMAH tedavisi alan grupta ise tedavi sonrasi
bu iyon geg¢isinin azaldigim1 bulduk. DMAH tedavisi ile bu kanallarin aktivasyonu
azalmistir. Bu aktivasyonun baskilanmasi ile TRPM2 ve TRPV1 kanallar1 aracili
Ca*? girisi ve apopitozis azalmistir. DMAH kullanilmasi ile oksidatif stresin ve
oksidatif stres ile aktive olan TRP kanal aktivasyonunun dnlenmesi tedavi agisindan
timit vericidir.

Calismaya dahil olan hastalarin tamaminin trombofili tanis1 vardi. Hastalar
trombofili siniflamasina gére konjenital ve edinsel olarak ikiye ayrilmistir. Hasta
Grubu’nda 7 (%70) hasta, Tedavi Grubu 1’de 9 (%90) hasta ve Tedavi Grubu 2’de
11 (%68.8) hasta konjenital trombofili 6zgecmisine sahipti. Hasta Grubu’nda 3
(%30) hasta, Tedavi Grubu 1’de 1 (%10) hasta ve Tedavi Grubu 2°’de 5 (%31.2)
hasta da ise edinsel trombofili Gykiisii mevcuttu. Gruplar konjenital ve edinsel
trombofili agisindan benzer oranlara sahiptir. Konjenital ve edinsel trombofililer kotii
gebelik sonuclari ile iliskilidirler. Konjenital trombofili prevelansi hasta se¢imine ve
etnik kdkene gore degismektedir. Ornegin Kafkas populasyonlarinda bu oran %10 ile
40 arasinda degisebilmektedir. Venoz tromboembolili (VTE) bireylerin % 50°sinde

altta yatan bir trombofili tanimlanabilir, bunlarin % 35’1 kalitsal bir forma sahiptir
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(167). Bizim g¢alismamizda ise konjenital tombofili orani yaklasik %70 ile %90
arasinda idi. AFAS edinsel trombofilinin en 6nemli nedenidir. Genel toplumdaki
prevelans: yaklasik %2’dir (168). Prevalans ¢alismalarinda ise TGK olan kadinlarin
% 5-51’inde ACA pozitifligi ve %2-20’sinde LA pozitifligi gosterilmistir (169).
Edinsel trombofili oran1 bizim ¢alismamizda %10 ile %30 arasindadir. Konjenital ve
edinsel trombofili oranlarmin calismamizda genel toplum prevelansindan farkli

olmasinin sebebi ¢alismaya dahil edilen hasta sayisinin azligindan olabilir.

TGK’lar 3 ana grupta incelenmektedir. Canli dogum Oykiisiiniin olup
olmamasina gore hastalar primer, sekonder ve tersiyer TGK olarak {i¢ alt tipe
ayrilmaktadir. Calismamizda tersiyer TGK Oykiisti bulunan hasta bulunmamaktadir.
Primer TGK’s1 olan hasta sayisi, Hasta Grubu’nda 6 (%60), Tedavi Grubu 1’de 7
(%70) ve Tedavi Grubu 2’de 10 (%62.5) idi. Sekonder TGK 6ykiisii olanlar ise hasta
Grubu’nda 4 (%40), Tedavi Grubu 1’de 3 (%30) ve Tedavi Grubu 2’de 6 (%37.5)
hastadir. Caligmamizda primer ve sekonder TGK oranlar1 gruplar arasinda benzer
dagilim gostermektedir. Carp ve arkadaslarinin 2002 yilinda 108 TGK 6ykiisii olan
kadinda yaptiklar bir ¢alismada trombofilisi olan 22 kadinin 14’iiniin (%64) primer
TGK ve 8’inin (%36) sckonder veya tersiyer TGK oOykiistiniin oldugunu
belirtmislerdir (170). Calismamiz TGK alt tiplerine gore bu c¢alisma ile benzer
oranlara sahiptir.

Yas ve onceki gebeliklerdeki diisiik sayis1 bir sonraki gebelikte diisiik
olasiligm arttiran birbirinde bagimsiz faktérlerdir. Oncesinde gebelik kaybi olanlar,
daha 6nce dogum yapmis olanlara gore daha yiiksek diisiik yapma riskine sahiptir.
Diger 6nemli bir faktér olan anne yasi arttik¢a genetik olarak normal olan veya
olmayan gebelik kayiplari artmaktadir (171). 2009 yilinda Papinger tarafindan
yapilan bu iki faktorli birarada inceleyen bir calismada pes pese ili¢ gebelik kaybi
sonrasinda, sonraki gebelikte basarili gebelik oranlar1 45 yasindaki kadinlarda %54,
20 yasindaki kadinlarda %90 olarak bulunmustur. Pes pese 2 gebelik kaybi1 olan 30
yasindaki kadinlarda sonraki gebelikte basar1 sans1 %84 iken, ayn1 yas grubundaki
pes pese 5 agiklanamayan diisiigli olan hastalarda %71’e diismektedir (172).
Gruplardaki hasta sayisinin az olmasindan dolayr bu iki faktér ¢alismamizda

degerlendirilememistir.
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Gebelikte trombofili ile istenmeyen gebelik sonuglari arasinda giiclii kanitlar
mevcuttur. Bu sorunlar hem erken gebelik (tekrarlayan diistikler) hem de gec gebelik
[( plasental vaskiiler aracili problemleri (fetal kayip, preeklampsi, plasental abruption

Ve intra-uterin biiytime kisitlamasi )] donemlerini igerir (173).

Trombofili, normal plasental vaskiiler fonksiyonu olumsuz yonde etkileyerek
obstetrik komplikasyonlara maruz kalma riskini artirabilir. Olumsuz gebelik
sonuclar1 ile kalitsal trombofililer arasindaki iliskiyi degerlendiren bir calismada
gebelik planlayan ve olumsuz gebelik sonuclar1 oykiisii olan kadinlarda trombofili

testlerinin yapilmasi gerektigi tezi savunulmustur (174).

TGK olan kadinlarda trombofili prevalansini tahmin etmek ve antitrombotik
tedavinin etkisini degerlendirmek amaciyla 490 gebenin dahil oldugu bir ¢alismada
canli dogum orani, belirli bir trombofilinin bulunup bulunmadigina bakilmaksizin
enoksaparin alan kadin grubunda daha yiiksek bulunmustur. Bu bulgu >4 diistigi
olan kadinlarda daha belirgin olarak bulunmustur. Sonucunda g¢alisma grubunda
trombofili prevalansi genel popiilasyona goére daha yiliksek bulunmus. Ayrica
enoksaparin ile tedavi, trombofili kanit1 olan 6zellikle >4 diisiik olanlarda canli

dogum oranini arttirabilicegi belirtilmistir (175).

TGK olan hastalarda kalitsal trombofili insidansini belirlemek amaciyla
yapilan bir ¢alismada 211 hasta degerlendirilmistir. Kalitsal trombofili agisindan
heterozigot veya homozigot olup olmadigina bagli olarak calisma sonucunda

trombofili ile TGK arasinda dogrudan bir iligki oldugu gosterilmistir (176).

Antitrombotiklerin etkisi anti-FXa veya anti-Faktor Ila seklindedir. Heparin
anti-FXa ve anti-Faktor Ila etkisi gosterirken, DMAH’ler daha ¢ok anti-FXa
etkilidirler. DMAHR’lerin bu etkisi hem heparin kadar etkili hem de heparinden daha
giivenilirdir. Faktor Xa, inhibisyon i¢in iyi bir hedef molekiildiir. DMAH tedavisinin

TGK {izerine etkilerini arastiran birgok ¢alisma yapilmastir.

2016 yilinda Sokol V. ve arkadaslariin yayinlanan g¢alismasinda kalitsal
tombofilisi olan 70 hastanin 57’sine DMAH verilmistir. 13 kadma herhangi bir
tedavi verilmemistir. Gebelikte DMAH ile tedavi edilen kalitsal trombofili
kadinlarda perinatal sonug¢larin, DMAH ile tedavi edilmeyen kadinlara gore anlamli

olarak daha iyi oldugu bulunmustur (177). Yine yapilan bir ¢alismada kalitsal
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trombofilisi olan ve TGK Oykiisii olan 150 kadina DMAH tedavisi verilmis,
aciklanamayan TGK’s1 olan 98 kadina ise herhangi bir tedavi verilmemistir. Tedavi
verilen grupta anlamli olarak diisiik sayisinin daha az oldugu ve dogum oranlarinin
daha yiiksek oldugu bulunmustur (178). TGK ve Protein S eksikligi olan DMAH
tedavisi verilen 51 kadinin dahil oldugu bir ¢alismada da basarili dogum orani %94
olarak bulunmustur (179).

Tekrarlayan plasental aracili gebelik komplikasyonlarint 6nlemek icin
DMAH kullanimi ile ilgili bir meta-analizde onceden plasenta aracili gebelik
komplikasyonu olan toplam 848 gebe kadindan olusan alti randomize kontrolii
calisma belirlenmistir. Calismanin primer sonuglar1 preeklampsi, gestasyonel kiiciik
yasta yenidogan dogumu, plasental abruption veya 20 haftanin alt1 gebelik kaybidir.
Sonucunda DMAH’in tekrarlayan, Ozellikle siddetli plasenta aracili gebelik
komplikasyonlar1 i¢in umut verici bir tedavi olabilecegi belirtilmistir (180). 2016
yilinda yaymlanan bir metaanalizde ise sekiz ¢aligmadan 963 uygun hasta analiz
edilmis. Rastgele 480 hastaya DMAH tedavisi baslanilmis. 483 hastaya tedavi
verilmemis. Primer sonucunda, DMAH, tekrarlayan plasenta aracili gebelik

komplikasyonlari riskini dnemli 6l¢iide azaltmamuistir (181).

Trombofili ve kotii obstetrik Oykiisii olan 204 hastanin dahil oldugu bir
calismada antikoagiilan tedavinin gebelik sonuglar1 {lizerine etkisi arastirilmistir.
Antikoagiilan tedavi almayan hastalarda kotii obstetrik sonuglar daha sik goriilmiis.
DMAH ve aspirin ile antikoagiilan tedavinin trombofili ve daha dnceki kotii obstetrik
sonuclart olan gebe kadinlarda daha 1iyi obstetrik sonucglar saglayabilecegi

belirtilmistir (182).

2015 yilinda yapilan ardisik en az 2 diisiigii olan ve agiklanamayan TGK
Oykiisii olan 449 kadinin dahil oldugu bir calismada ise DMAH kullaniminin
aciklanamayan TGK’s1 olan kadinlarda devam eden gebeligin seyrini veya canli

dogum oranlarini degistirmedigi saptanmustir (183).

Calismamizda trombofili nedeniyle TGK 6ykiisii olup gebelik dncesi DMAH
tedavisi alan grupta diisiik ile sonu¢lanan gebelik oranlarinin azalmis oldugunu canl
dogum ile sonuglanmis gebelik oranlarin artmis oldugunu bulduk. GSS DMAH

tedavisi alan grupta ise gebelik kayb1 orani nispeten daha fazla idi.
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Literatirde DMAH tedavisinin baslama zamani hakkinda yeterli c¢alisma
bulunmamaktadir. Bununla ilgili 2018 yilinda yapilan bir ¢alismada iki veya daha
fazla IVF / ICSI (In Vitro Fertilizasyon / Intrastoplazmik Sperm Enjeksiyonu)
siklusuna sahip subfertil hastalarda DMAH uygulamasinin etkileri aragtirilmis. 230
kadina GnRH-antagonist protokolii uygulanmis ve hastalar DMAH kulanimina gore
iki gruba ayrilmis. Klinik gebelik ve diisiik yapma calismanin primer sonuglaridir.
Gruplar arasinda klinik gebelik, diisiik ve canli dogum agisindan anlamli fark
saptanilmamis, iki veya daha fazla basarisiz IVF / ICSI siklusuna sahip hastalarda
standart DMAH ilavesini destekleyen kanit bulunmamustir (184). Bir calisma da ise
iki veya daha fazla basarisiz ART Oykiisti olan 150 kadin oosit toplama isleminden
hemen sonra ayni1 giin DMAH baslanan ve baslanmayan kontol grubu olmak iizere
iki grupta incelenmistir. Caligma agiklanamayan TGK olup ART siklusuna dahil
edilen, 38 yas altinda, herhangi bir metabolik veya hormonal koagiilasyon
bozuklugu olmayan, normal karyotipe ve anatomiye sahip kadin hastalarda
yapilmustir. Gebeligin 12. haftasina kadar DMAH tedavisine devam edilmis.
Sonucunda istatistiksel anlamlilik olmamasina ragmen, DMAH ile canli dogum

oranlarinda gozlemlenen nispi artis % 30 oraninda saptanmustir (185).

Bizim calismamizda da DMAH baslama zamanmin gebelik sonuglarina
olumlu etkisi oldugu goriilmiistiir. Tedavi Grubu 1 ve Tedavi Grubu 2 gruplari
DMAH baslanma zamanina gore degerlendirildiginde; diisiik ve 20 hafta {izerine
ulasan gebelik oranlar1 ile DMAH baslanma zamani arasindaki iliski incelendi.
Tedavi Grubu 1’de disiik %20, 20 hafta lizerine ulasan gebelik %80 oraninda;
Tedavi Grubu 2’de diisiik %68.8, 20 hafta tizerine ulasan gebelik %31.2 oraninda
oldugu goriildii. Bu sonug gebelikten 6nce DMAH baslanan hastalarda GSS DMAH
baslanan hastalara gore gebeliklerinin diisiik ile sonu¢lanma oraninin istatistiksel
olarak anlamli sekilde daha az oldugunu gosterdi (p=0.016). Bu sonu¢c DMAH’1n
TRP kanallar1 aracilifiyla oksidatif stresin indiikledigi apopitozisi Onleyerek

implantasyonu kolaylastirmas ile agiklanabilir.

DMAH baglanma zamaninin canli dogum ile sonu¢lanan gebelik sonuglarina
etkisi degerlendirildiginde Tedavi Grubu 1’de canli dogum %70, Tedavi Grubu 2’de
canli dogum %31.3 oraninda goriildii. Gebelikten 6nce DMAH baglanan hastalarda

canli dogum oran1 daha yiliksek bulunmustur. Ancak aralarinda anlamli istatistiksel
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fark bulunmamistir (p=0.054). Ancak sonucunda istatistiksel anlamlilik olmamasina
ragmen, gebelik oncesi DMAH kullanimi ile canli dogum oranlart GSS

kullanilmasina gore yaklasik 2 kat daha fazla saptanmistir (OR: 2.24).

TGK 0ykiisii olan hastalarda DMAH’1n gebeligin seyri ve sonuglari {izerine
Oonemli oranda basarili sonuglar elde edildigini gdsteren bir ¢ok ¢alisma olmasina
ragmen baslama zamanina gore literatiirde yeterli veri bulunmamaktadir.
Calismamizda DMAH baslanma zamanima goére gebelikler maternal ve neonatal
sonuglara gore karsilagtirilmistir. Oligohidroamnios, intrauterin gelisme geriligi,
erken membran riiptiirti, akut fetal distres, erken dogum tehdidi, gestasyonel diyabet,
gestasyonel hipertansiyon, diisiik tehdidi, dogum haftas1 primer sonuglardir. Gruplar
arasinda devam eden gebeliklerin maternal ve neonatal sonuglar1 iizerine anlamli

istatistiksel fark saptanilmamustir.

Trombofili durumu gebelikte obstetrik komplikasyonlarin insidansini
arttirmaktadir. 2014 yilinda yapilan bir ¢alismada ¢alismaya dahil edilen hastalarin
%37.5’inde bir veya daha fazla obstetrik komplikasyona rastlanilmigtir. Caligmada
gebelikte trombofili tedavisi i¢in antikoagiilasyon tedavisinin siki bir sekilde
uygulanmasinin, gebelik sonucunun iyilesmesi ile iliskili oldugu ileri siiriilmiistiir
(186). Trombofili varligi, ciddi preeklampsi formlarina sahip hastalarda maternal
laboratuvar parametrelerinin ve perinatal sonuglarin kotiilesmesine yol agmaktadir
(187). Berks ve arkadaslarinin 2015 yilinda 844 tekil gebeligi igeren ¢alismasinda,
siddetli preeklampsiyi Protein S eksikligi ile, intrauterin gelisme geriligini ve erken
baslangicli preeklampsiyi ise aPL’lar1 ile iligkili bulmuslardir. Erken baslangich
preeklampsiyi, ozellikle intrauterin gelisme geriligi ile komplike ise aPL’lari ile

iliskili oldugunu vurgulamislardir (188).

Calismamizda gebelik Oncesi DMAH baslanan grupta gestasyonel
hipertansiyon ve preeklampsi olgusuna rastalaniimamistir. GSS DMAH kullanan
grupta ise 1 olguda gestasyonel hipertansiyon gelismistir. Diger obstetrik
komplikasyonlar agisindan da gruplarda anlamli yiiksek oran bulunmamistir. Gruplar
DMAH baglanma zamanina gore maternal ve neonatal sonuglara gore
karsilastirildiginda da gruplar arasinda gebeligin seyri ve sonuglar1 arasinda anlamli

bir fark saptanilmamustir.
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SONUC

Sonug olarak elde ettigimiz veriler ilk kez, trombofili nedeniyle TGK’nin
trombositlerde TRPM2 ve TRPV1 kanallar araciligiyla mitokondriyal ROT firiinleri
ve apopitozisi arttirarak ortaya ¢ikabilecegini 6ne stirmiistiir. Ancak, DMAH tedavisi
ile trombofilinin oksidan ve apopitotik etkilerinin trombositlerdeki TRPM2 ve
TRPVY’in bloke edilmesiyle tersine dondiigii goriilmistiir. Boylelikle, DMAH’1n
gebelik oncesi kullanimi ile trombofili kaynakli trombositlerdeki oksidatif stres ve

apopitozisi tedavi etmek i¢in yeni ve etkili bir yaklagim oldugu kanisindayiz.
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OZET

Trombofili Nedeniyle Tekrarlayan Gebelik Kayb1 Yasayanlarda Gebelik Oncesi
Diisiik Molekiil Agirhikhh Heparin Kullaniminin Klinik ve Laboratuar Verileri
Uzerine Etkileri

Tekrarlayan gebelik kaybi; ardisik iki ya da daha fazla gebeligin 20.
haftasindan 6nce yada 500 gramin altinda fetal agirlikla birlikte gebelik kayb1 olarak
tanimlanir. Fertil ¢iftlerin yaklagik %1’inde goriiliir. Hemostaz bozukluklaria bagl
hematolojik nedenler, anatomik nedenler, endokrin nedenler, kromozomal
anomaliler, enfeksiyoz, immiinolojik ve c¢evresel faktorler baslica etyolojik
nedenlerdir.

Trombofili pihtilagsmaya egilim durumudur. Bati populasyonunun en az
%15’ini etkilemektedir. Trombofili gebeligin seyrini olumsuz yonde etkilemektedir.
Abrtus, tekrarlayan gebelik kaybi, gestasyonel hipertansiyon, preeklamsi, ablasyo
plasenta, IUGR, oligohidroamnios, intrauterin ex fetus, erken dogum gibi sonuglara
neden olmaktadir.

TRP katyon kanallart son 20 y1l igerisinde kesfedilmistir. Bu kanllarin bir¢cok
hastaligin patogenezinde rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bir kissm TRP kanallari
reaktif oksijen tirlinleri ile aktive olmaktadirlar. Sitozole ROT aracili TRP kanal
aktivasyonu ile asir1 Ca*? (kalsiyum iyonu) girmesi apopitozis ve DNA tahribi gibi
birgok hiicre oliimciil siireglerini baglatmaktadir. DMAH’1n anti-apopitotik etkisi
bilinmektedir. Ancak TRP kanallar1 iizerine etkisi tam olarak bilinmemektedir.

Bu calisma Siileyman Demirel Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Ana Bilim Dali ve Biyofizik Anabilim Dali Arastirma Laboratuvarlarinda
gerceklestirilmistir. Caligmaya alinan hastalar Siileyman Demirel Universitesi, Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Bilim Dalina bagvuran goniillii hastalardan secildi.
Arastirmaya alman TGK tanis1 olup ayni zamanda trombofilili ancak heniiz ilag
almamis olan 10 hasta, TGK tanis1 olup ayn1 zamanda trombofilisi olan ve gebelik
oncesi DMAH kullanmig (12 hafta boyunca) 10 hasta, TGK tanisi olup trombofilili
ve gebelik saptandiktan sonra (GSS) DMAH kullanmig 16 hasta ve higbir ek
hastalig1 olmayan 10 kisilik kontrol grubundan olusturuldu.

Gruplar sosyodermografik veriler agisindan homojendi. Kontrol, Hasta ve
gebelikten once DMAH kullanmis olan hastalarin trombositlerinde TRPM2 ve
TRPV1 kanal aktivasyonu, apopitozis, hiicre canliligi, kaspaz 3 ve kaspaz 9
aktiviteleri, PARP1 aktivitesi, hiicre i¢i ROT {iretimi, mitokondriyal membran
depolarizasyonu (JC-1) diizeyleri incelenmistir. DMAH baslanma zamanina gore
gruplar gebeligin seyri ve sonuglari agisindan incelenmistir. DMAH’1in baslanma
zamanina gore diisiik ve 20 hafta iizerine ulasan gebelik oranlari arasinda istatistiksel
olarak anlamlar1 sonuglara ulasildi. Gebelikten 6nce DMAH baslandiginda gebeligin
diisiik ile sonlanma oranlarinin belirgin olarak azaldigini saptadik.

Anahtar Kelimeler: Tekrarlayan gebelik kaybi, trombofili, diisiik molekiil agirlikli
heparin, gebelik dncesi, Ca*? sinyali, TRP kanallar1, apopitozis, oksidatif stres
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SUMMARY

The Effects of Low Molecular Weight Heparin Used to Before Pregnancy on
Clinical and Laboratory Data in Patients with Recurrent Pregnancy Loss Due
to Thrombophilia

Recurrent pregnancy loss is defined as pregnancy loss together with fetal
weight below 500 grams before 20th week of two or more consecutive pregnancies.
Approximately %1 of the fertile pairs are affected. Haematological causes due to
hemostatic disorders, anatomical, endocrine, chromosomal anomalies, infectious,
immunologic and environmental factors are major etiological causes.

Thrombophilia is a tendency to clot. It affects at least %15 of Western
populations. Thrombophilia affects the course of pregnancy negatively. It results in
abortion, recurrent pregnancy loss, gestational hypertension, preeclampsia, ablative
placenta, IUGR, oligohydroamnios, intrauterine ex fetus, premature birth.

TRP cation channels have been discovered in the past 20 years. These
channels are thought to play a role in the pathogenesis of many diseases. Some TRP
channels are activated by reactive oxygen species. Excessive Ca*? (calcium ion)
entry through cytosolic ROT-mediated TRP channel activation initiates many cell
lethal processes such as apoptosis and DNA damage. The anti-apoptotic effect of
LMWH is known. However, the effect on TRP channels is not fully known.

This study was carried out at Siileyman Demirel University, Department of
Obstetrics and Gynecology and Biophysics Departments Research Laboratories. The
included patients were selected from voluntary patients who applied to Siileyman
Demirel University, Department of Obstetrics and Gynecology. 10 patients who were
diagnosed with RPL and who had thrombophilia but had not received any medication
at the same time, 10 patients who had RPL and who also had thrombophilia and
received pre-pregnancy LMWH (during 12 weeks), 16 patients who were diagnosed
as RPL and had thrombophilia and received LMWH after pregnancy has been
detected, and control group of 10 persons with no additional disease were included in
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