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OZET

Tekrarlayan Gebelik Kayb1 Olan Olgularda Endometriyal CD 56+ Natural
Killer Hiicrelerinin Arastirilmasi N

Amag: Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, endometriyumda bulunan CD567°
Natural Killer hiicrelerinin etiyolojideki roliinii arastirmak.

Gere¢ ve Yontem: Bu calismaya, Subat 2006-Mayis 2008 tarihleri arasinda
Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali
poliklinigine basvuran, hi¢bir diisiik nedeni bulunmayan 2 veya daha fazla gebelik
kaybi1 olan kadinlar hasta grubu olarak; 2 veya daha fazla canli dogum yapmus, diisiigii
olmayan kadinlar ise kontrol grubu olarak alindi. Calisma vaka-kontrol seklinde yapildi.
CD56°“"" Natural Killer hiicresi bakmak i¢in alinan endometriyal biyopsiler menstruel
siklusun 21-24. giinlerinde Pipelle aleti ile alindi. Dokular parafin blok yapildiktan
sonra kesilerek CD56 birincil antikoru ile boyand1 ve 1s1k mikroskobunda 400 biiyiitme
ile 10 alanda CD56 ile pozitif boyanan hiicre sayildi. Hasta ve kontrol grubundaki biitiin
kadinlardan biyopsi alindig giin de serumda progesteron degerine bakildi.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu yas ve gebelik sayis1 agisindan benzerdi.
Endometriumdan elde edilen CD56"°“"' Natural Killer hiicre sayis1 hasta grubunda daha
az bulundu (p>0,05).

Sonug: Bu calismaya gore tekrarlayan gebelik kaybi icin diisiik etyolojisini
aciklamakta uterin CD56P“"" NK hiicre sayis1 anlamli degildir.

Anahtar kelimeler: CD 56, natural killer hiicresi, tekrarlayan gebelik kaybi
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ABSTRACT

The evaluation of the presence of CD 56 + Natural Kiler Cells in patients with
recurent miscarraige B

Objective: To evaluate the task of endometrial CD56°**"""* Natural killer cells in

recurrent miscarriages.

Materials and methods: In this study women who admitt the Department of the
Obstetrics and Gynecolgy of the Cukurova University School of Medicine between
February 2006 and May 2008, are divided into two groups; the patient group was
composed from women who had > 2 unexplained miscarriages and control group was
composed from women who had > 2 alive babies and did not have any miscarriage. The
study was conducted as case-control. Endometrial biopsies taken for evaluating
endometrial CD56""*® Natural Killer cells were obtained with Pipelle device, between
the 21" and 24™ day of the menstruel cycle. Tissues were stained with CD56 primary
antibody after the preparation of the parafine blocks. They were evaluated with the light
microscope under the x 400 magnification in 10 fields. Progesteron levels were
measured from all women of the study and control group in the day of biopsie.

Results: There were any statistically significant differences between the study and
control group for the point of view of the age and gravidity. Endometrial tissue CD 56
Posit® Natural Killer cells numbers were less in the study group (p>0. 05).

Conclusion: This study indicates that the number of uterin CD 567" natural
killer cells could not predict the etiology of the recurent miscarriage.

Key words: CD 56, Natural killer cell, recurent miscarriage.
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1. GIRIS

Tekrarlayan gebelik kayb1 veya "habituel abortus"; arka arkaya 2 veya daha fazla
gebelik kaybi olarak tanimlanur.'

Tekrarlayan gebelik kayiplarinin olasi nedenleri; genetik bozukluklar, anatomik
nedenler, endokrinolojik bozukluklar, enfeksiydoz hastaliklar, c¢evresel nedenler,
immiinolojik nedenler ve kalitsal trombofililerdir.’

Son yillarda alloimmun fakorlerde yapilan calismalar Natural Killer(NK)
hiicrelerinin implantasyon ve gebeligin devaminda rolii olabilecegini gostermistir.
Ayrica NK hiicreleri erken gebelikte ve implantasyon doneminde endometriyumdaki
dominant 16kosit populasyonu oldugundan dolayr en genis kapsamli calisilan
hiicrelerdir. Natural Killer hiicreleri 2 gruba ayrilir:
1.Periferik NK hiicreleri
2.Uterin NK hiicreleri

NK hiicreleri iki sekilde gosterilir:
1-CD16™# CD56 P?“'NK hiicreleri (CD56™"* seklinde de gosterilir)
2-CD16™4 CD356 P*“" NK hiicreleri (CD56*™™ seklinde de gosterilir).*

Periferik NK hiicrelerinin biiyiik kismi yani % 90’1 CD56°""™*"" geriye kalan %
10’Iuk kistm CD56™"" *

Uterin NK(uNK) hiicrelerinin de; % 90’1 CD56™™*, % 10’luk kismu ise
CD56*™ tiir.*

ulNK hiicrelerinin fonksiyonlar1 hala ¢ok acik olmamakla birlikte, gebeligin erken
donemlerinde onemli oldugu diisiiniiliir. uNK hiicrelerinin sayisi, erken gebelikte artar
ve lokositlerin % 70’ini olusturur. Desiduaya trofoblast invazyonunun sinirlanmasinda
ve plasental vaskiilarizasyonda rol oynayarak, basarili bir gebelik gelismesinde 6nemli
rollerinin oldugu diisiiniiliir.’

pozitif

uNK hiicrelerinin hemen hepsi CD56 oldugundan, biz de bu caligmada,
etiyolojisinde herhangi bir neden bulunamayan tekrarlayan gebelik kayiplarinda,
endometriyumda bulunan Natural Killer yani CD56"“"" uNatural Killer hiicrelerinin

etiyolojideki roliinii arastirdik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Abortuslar

Bir gebelik kaybimin abortus olarak adlandirilabilmesi i¢in ovulasyon sonrasi en az
ne kadarlik bir siire ge¢cmesi konusunda bir goriis birligi yoktur.® Arastirmacilar canli bir
fetlisiin kaybedilmesi ile missed abortus ya da blighted ovumun ayirt edilmesi
gerektigini belirtmektedirler.”*”

1977 yilindan Once abortus tarifi, 28. haftadan Once sonlanan gebelikler i¢in
kullanilirdi. 1977 yilinda World Health Organisation (WHO), gebelik iiriiniiniin
agirligi ve gebelik siirecini kriter alarak yeni bir abortus tanimi getirmistir. Bu tanima
gore; 20. gebelik haftasindan 6nce, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus ve
eklerinin, tamaminin ya da bir kisminin uterus kavitesi digina atilmasi olayina abortus
denilmektedir."

Klinik olarak fark edilen yani ultrasonografi ile kalp atimimnin saptandigi
gebeliklerde abortus oram % 15 dir.'"'* Bu abortuslarm % 62’si 12. gebelik haftasindan,
% 75’1 1se 16. gebelik haftasindan 6nce olmaktadir.

Normal karyotip olan gebeliklerin % 10’u abortusla sonug¢lanirken; kromozomal
bozukluk olan gebeliklerin hemen hepsi, 10. haftadan once olmak iizere abortusla

13,14
sonuclanir. ™

Bu yiizden gebelik kayb1 dogal bir seleksiyon olarak goriilebilir.
Gebeliklerin % 30-60°1 ilk 12 haftada ¢esitli nedenlerle abortusla sonu¢lanmaktadir ve
tim kayiplarm en az yarisi fark edilmemektedir.”” Gebelik kayiplarinin cogu 8.
gebelik haftasindan dnce olurken ve 12. haftadan sonra kayiplar nadirdir.'®

Yapilan bircok caligma abortus riskinin geg¢misteki jinekolojik hikaye ile
degistigini gostermistir.'>'®"® Onceki gebeligi abortusla sonlanan bayanlarda bir
sonraki gebelikteki abortus riski yiiksektir.

Ayrica yas ile abortus riski artmaktadir. (% 19-24)."° 30 yasindan 6nce risk % 7-
15, 30-34 yasinda % 8-21 iken 35-39 yaslarda % 17-28, 40 yas ve iizerinde ise bu %
34-52’ye cikmaktadir.'”*® 40 yas iizerinde bu oran % 52 olup goriildiigii gibi ileri
anne yas1 riski artirmaktadur.”>*

Ayrica gebelik kayip riski progresif olarak gebelik kesesi goriildiikten sonra (%
12), yolk kesesi izlenirse (%8) ve embriyonik bas-makat mesafesi arttik¢ca (>5 mm’de

% 7, 6-10 mm’de % 3, >10mm’de % 1’in altinda) azalmaktadir.”® Kalp aktivitesinin



goriilmesi de (6. gebelik haftasinda) diger 6nemli prognostik gostergedir ciinkii
kayiplarin cogu bu haftadan once olmaktadir. Abortus tehlikesi olan kadinlarda da
embriyonik kalp aktivitesinin izlenmesi iyi prognostik faktordiir, fakat anormal
sonografik bulgular(diisiik veya gec olusan kalp aktivitesi, fetal boyutun gebelik
haftas1 ile uyumsuzlugu, subkoryonik hematom varsa kayip insidansi yiiksek
olacaktir.””*® Sonug olarak embriyonik kalp aktivitesinin prognostik degeri ileri anne
yasl ile azalmaktadir. 35 yas ve alt1 kadinlarda bir sonraki kayip oran1 % 5’in altinda
iken 36-39 yas arsinda yaklasik % 10 ve 40 yas ve lizerinde % 29’dur. O halde
belirleyici degeri daha o©nceki jinekolojik hikaye, klinik sartlar ve yasa gore

degismektedir.”

2.2.Abortuslarda Siiflama
2.2.1.0lus zamanlarina gore
1) Subklinik abortus (Belirlenemeyen abortus): Olay fekundasyondan hemen
sonraki giinlerde gerceklesir, kadin gebe kaldigin1 fark etmez. Sonucta, ya zamaninda
bir menstriiel kanama veya birka¢ giin geciken bir menstriiel kanama ile gebelik
sonlanir. Eskilerin deyimiyle bu kanama ‘ddllenmis ovumun cenaze merasimi’
seklinde ifade edilirdi.
2) Erken abortus: 12. gebelik haftasina kadar olusan abortuslardir. Diisiiklerin
% 80 den fazlasi ilk 12 haftada olmaktadir. Bunlarin en az yarisinin nedeni
kromozomal anomalilerdir. Bundan sonra abortus oranlarinda hizli bir diisiis olur.*

3 ) Geg abortus: 13-20 haftalar arasinda olusan abortuslardir.

2.2.2.0lus sekillerine gore

1) Spontan abortuslar: Mekanik ya da farmakolojik miidahale ve zorlama
olmadan gebeligin 20. gebelik haftasindan ©nce sonlanmasidir. Klinik olarak
saptanmig gebeligi olan 20 yasindan kii¢iik bayanlarda abortus oran1 % 12 iken, 40
yasin iizerindeki bayanlarda bu oran % 26 dir.”!

2) Zorlanmus (provake) abortuslar: Kendi aralarinda ikiye ayrilir.

a) Medikal abortus (Terapotik abortus): Tibbi endikasyonlar nedeniyle
gebeligin sonlandirilmasidir. Maternal agir sistemik hastaliklar, bobrek hastaliklari,
kalp hastaliklari, gebelik psikozu, sarilik, kanser veya fetusda anomali tespit

edilmigse, gebelikte teratojenik ila¢ kullanilmigsa, 6zellikle ilk ii¢ ayda intrauterin



enfeksiyon gecirilmisse, genetik hastalik tespit edilmisse, pelvise asir1 radyasyon
uygulanmissa, fenilketonuri-galaktozemi gibi dogustan metabolik hastaliklar varsa,
medikal abortus yaptirilir.

b) istemli (Kriminal, Elektif ) Abortuslar: Ortada anne ve fetus acisindan
hi¢cbir tibbi sorun yokken, istenmeyen bir gebelik olgusunun 20. gebelik haftasindan
once sonlandirilmasidir. Ulkemizde 1983 yilinda cikarilmis 2827 sayili ‘niifus
planlamasina dair kanun’ ile elektif abortus ve medikal abortus sartlar1 belirlenmistir.
10. gebelik haftasma kadar olan gebelikler istenmedigi takdirde yasal tahliye
yapilabilir. Sahsin kendisi veya baskalar1 tarafindan paramedikal aletler kullanilarak
diisiik yaptirilarak (kriminal abortus), genital organlarda enfeksiyon meydana gelmesi

ile sonuclanan diisiik sekline ise septik diisiik denilir.**

2.2.3. Tamamlanma sekline gore
a) Komplet abortuslar: Embriyo veya fetus ve eklerinin tamaminin uterus
kontraksiyonlar1 ile uterin kavite disina atilmasidir. Tedavide uterin kavite keskin
kiiretle kontrol edilmelidir.
b) inkomplet abortuslar: Embriyo veya fetus ve eklerinin bir kisminin uterus
kavitesi disina atilip, bir kismimnin ise kavitede kaldigi durumdur. Doku kaybi ile
birlikte vaginal kanama ve agrili uterus kramplar1 vardir. Tedavi uterin kavitenin

bosaltilmasidur.”*

2.2.4. Klinik seyrine gore

Klinik seyrine gore abortuslar bes grupta incelenir;

1) Abortus imminens (Diisiik tehdidi)

2) Abortus incipiens (Onlenemeyen diisiik)

3) Missed abortuslar

4) Septik abortuslar

5) Habituel abortuslar

a)Abortus imminens: 20. gebelik haftasindan 6nce vajinal kanama olmasi
seklinde tanimlanir. Muayenede servikal os kapalidir ve uterin kaviteden kanama
oldugu goriiliir. Servikal hareketlerde ve adneksiyal bolgede hassasiyet yoktur. Doku

kayb1 ya da membran riiptiirii yoktur.'’



b) Abortus incipiens (Onlenemeyen diisiik): Abortusun Onlenemezligi,
servikal dilatasyon varhiginda membranlarin gros riiptiirii ile kendini gosterir. Bu
kosullarda abortus hemen hemen kesindir.

¢) Missed abortus (Olii diisiik): Intrauterin fetal viabilite kaybinin oldugu ancak
diger abortus tiplerinde goriilen kanama, servikal dilatasyon gibi bulgularm olmadig:
durumdur. Ultrasonografide fetal viabilite saptanmaz ve takiplerde Human Chorionic
Gonadotrophin (HCG) artmaz. Tedavi uterin kavitenin keskin kiiretle bosaltilmasidir.
Ciddi koagiilasyon defekti ve kanama goriilebilir.*

d) Septik abortuslar: Genellikle kontamine cisimle diisiik yaptirma girigimi
sonucunda ortaya ¢ikar. Endometrit olagan bir sonuctur ancak parametrit, peritonit,
endokardit ve septisemi de olusabilir. Ajan patojen ¢ogu kez E.coli, diger enterik gr (-)
bakterilerdir. Yerlesmis bir septik abortus tablosunda ciddi hipotansiyon, oligiiri, aniiri,
hemoliz, DIC(Dissemine Intravascular Coagulation), paradoksik hipotermi ve 16kopeni
goriilebilir. Tedavide temel prensip; uterusu bosaltmak ve sokla miicadele etmek,
agresif olarak parenteral antibiyotik tedavisine baslamaktir.

e) Tekrarlayan gebelik kayb1 (Habituel abortuslar): Tekrarlayan gebelik kaybi
veya "habituel abortus"; arka arkaya 2 veya daha fazla gebelik kaybi olarak

tanimlanir. '

2.3. Abortuslarda Semptom Ve Bulgular

Spontan abortus olgularinda oldukca sik goriilen 2 semptom vardir:
1-Vaginal kanama: Cogu kez sekonder bir amenoreyi takip eden bir kanamadir.
Kanamaya, anemi veya presok tablosu semptomlar: (halsizlik, bitkinlik, bas donmesi
vb.) eslik edebilir.
2-Pelvik agr1: Uterus kontraksiyonlarindan ve servikal dilatasyondan kaynaklanir.
Bu semptomlara enfeksiyon eklenirse pis kokulu kanli vaginal akinti, 38 °C ve iizerinde
viicut 1s1s1, koagiilasyon bozukluguna bagli mukoza ve deride petesial kanamalar
olabilir."’

2.4. Abortuslarda Tanisal Yaklasim

Spontan abortuslar klinige hafiften siddetliye, araliklidan siirekliye kadar degisen

kanama profili, karin ve kasik agris1 ile bagvurur. Anamnezde olgunun son adet tarihi,

daha onceki adet diizeni, korunma yontemi ve daha once yapilan tetkikler, muayene ve



goriintiileme bulgulart muhakkak sorgulanmalidir. Fizik muayenede vital bulgular ve
genel saglik durumu degerlendirilir

Kanamanin degerlendirilmesi: ilk trimesterde kanama ile gelen olguda:
oncelikle olguda kanamanin jinekolojik mi yoksa non jinekolojik (servikal, vaginal ve
uterin patolojiler) bir nedene mi baglh oldugu ayirt edilmelidir. Takibinde yapilacak
ultrasonografik inceleme ile ektopik gebelik, normal gebelik ve molar gebelik ayrimlari
rahatlikla yapilabilmektedir. Ultrasonografinin yetersiz oldugu olgularda kandaki HCG
diizeylerinin Ol¢iimii normal ve anormal gebeliklerin tesbitinde Onemli deger
tastmaktadir. Serum HCG degeri 1800 mlIU/ml iizerinde olan ve transvaginal
ultrasonografide kavitede gebelik kesesi saptanmayan olgularda ektopik gebelik
yoniinde arastirma yapilmalhdir.>* Tek bir deger tan1 koydurmazken ardisik Slgiimler
gebeligin viabilitesi hakkinda bizleri aydinlatacaktir. HCG ile birlikte olgularda mutlaka
kan sayimi, kan gurubu ve Rh tayini yapilmalidir.”

Transvaginal ultrasound % 90-100 sensitif ve % 80-90 spesifiktir.”* Missed
abortus olgularinda ultrasonografik ve doppler inceleme ile tam1 konur. Olgularda
gebelikle ilgili belirtiler gerilemistir.

Canl bir gebelikte progesteron diizeyi 25 ng/ml iizerinde, HCG artis1 48 saatte
% 66 oraninin iizerinde ve normal sonografik bulgular mevcuttur. Progesteron diizeyi 5
ng/ml altinda, ultrason bulgular1 canli olmayan gebelik yoniinde ve HCG degerleri plato
ciziyor veya azaliyorsa canli olmayan bir gebelik mevcutur. Progesteron degerleri 5-25
ng/ml arasinda, HCG diizeyleri belirsiz ve ultrasonografik bulgular siipheli ise kesin
olmayan bulgulardan bahsediyoruzdur. Bu olgularda 1 hafta sonra ultrasonografi
tekrarlanmali ve HCG diizeyleri 2 veya 3 giinde bir yapilmalidir. Canli gebeligi olan
olgular kanamasiz 1 haftaya kadar abortus tehdidi olarak kabul edilir.”’

Degerlendirmede ultrasonografi:

Transvaginal ultrasonografide 4. ve 5. haftalar arsinda sonografik olarak bulgu
olmazken 5. haftadan sonra kese izlenir. Bu haftada yolc sac ve embriyoner pol
izlenmez, kese bostur. Siklikla ektopik gebelikteki pseudosacla karisabilir. 5,5 haftadan
sonra yolc sac goriintiilenmesiyle ektopik gebelik ekarte edilir. 6-6,5 haftalarda
embriyoner pol izlenir. Siipheli durumlarda laboratuar bulgular1 ile tani desteklenir,

progesteron ve HCG 0ol¢iimleri yapilir.



Ultrasonografik tani asagidaki kriterlere gore yapilmaktadir:

1.Missed abortus, CRL’si(Crown-rump length) 5 mm’den biiyiikk olan
embriyolarda fetal kardiyak aktivitenin olmamasi,

2.Anembriyonik gebelik, kese capinin abdominal yoldan 25mm’den, vaginal yolla

18mm’den fazla Slgiilmesine ragmen fetal poliin izlenmemesidir.™®

2.5. Abortuslarda Tedavi
Spontan abortusda tedavi klinik seyrine gore belirlenir;

Abortus imminenste hasta yatak istirahatine alinir ve gézlenir. Kanama devam ediyorsa
hospitalize edilir. Progesteron tedavisinin etkinligi tartismalhidir. Ultrasonografik
inceleme ile fetal viabilite takip edilir.

Abortus incipienste, inkomplet abortusta, missed abortusta ve septik abortusta uterin
kavite hemen bosaltilmalidir. Oksitosin infiizyonu ile birlikte suction kiiretaj kullanilir.
Kanama fazla ise kan transfiizyonu gerekebilir.

Komplet abortus durumunda hasta kanama agisindan takip edilmeli ve her ne tip olursa
olsun tiim abortus ve kiiretaj materyali patolojik olarak incelenmeli ve mol veya

koryokarsinoma ekarte edilmeli.”

2.6. Tekrarlayan Gebelik Kayb1 (Habituel Abortuslar)
Tekrarlayan gebelik kayiplarinin etyolojik faktorlerine bakacak olursak:
1) Genetik nedenler
2) Anatomik nedenler
3) Endokrinolojik nedenler
4) Enfeksiyoz nedenler
5) Cevresel nedenler
6) Kalitsal trombofililer

7) immiinolojik nedenlerdir.’

Genetik Nedenler: Spontan abortuslarin ¢ogu embriyo ve fetusteki anormal
komozomlardan kaynaklanmaktadir. En sik goriilen anormallik otozomal trizomilerdir

(kromozom 13-16, 21 veya 22). Daha sonra monozomi X (45X0) ve poliploidiler

21,4041

gelmektedir. Tekrarlayan gebelik kaybi olanlarin % 4-8’inde, ciftlerden biri veya



digerinde fetusta kromozomal dengesizliZe neden olabilecek kromozomal

anormallikler mevcuttur.***

En sik goriilen anormallikler dengeli translokasyonlar
(Resiprokal, = Robertsonian), cinsiyet kromozom  mosaizmi, kromozomal
inversiyonlardir. Abortus materyalinde yapilacak olan karyotip analizi sonucu gebelik
kaybmin sebepleri olan andploidi, eslerden birinde translokasyon varligini veya
genetik olmayan bir nedeni aciklayabilir.

Anatomik nedenler: Gebelik kaybi riskini artiran anatomik nedenler; konjenital
uterin malformasyonlar, uterin leiomyomlar ve intrauterin adezyonlardir.
Uterusun incelenmesinde temel yontemler; histerosalpingografi (HSG), transvaginal
ultrasonografi ve sonohisterografidir. Magnetik rezonans goriintileme (MRG) ve
endoskopi (histeroskopi ve laparoskopi), basit yontemlerle belirlenen anomalilerin daha
1yl tanimlanmasi i¢in kullanilmaktadir.

Konjenital uterin malformasyonlar: Mevcut verilere gore major uterin anomali
goriilme siklig1 yaklasik % 2 olup tekrarlayan gebelik kaybi olanlarda bu oran 3 kat

44,45

fazla (% 6-7) gorilmektedir.”™ Miiller kanali anomalileri AFS’nin (American Fertility
Society) 1988 yilinda yaptig1 simiflamaya gore tanimlandi.

Buna gore:

Klas I: Agenezi ve/veya hipoplazi

KlaslI: Unikorn uterus

KlaslII: Uterus didelfis

KlasIV: Uterus bikornis

KlasV: Uterus septus

KlasVI: Uterus arkuatus

KlasVII: DES ile iliskili.*

Unikorn uterus, miilleryen kanallardan birinin gelisim yetersizligi sonucu olugmaktadir.
Bu kadinlarda gebelik sonuglar1 genellikle kotiidiir, gebeliklerin yaklasik yaris: diisiikle
sonuclanmaktadir.*®

Uterus didelfis, miiller kanallarinin tam olarak birlesmemesi sonucu olusur. iki serviks
ve iki uterus mevcuttur. Uterus didelfisli kadmnlarin gebeliklerinin yaklasik % 40’1
spontan abortusla sonuclanmaktadir.*®

Uterus bikornis, fundus seviyesinde miilleryen kanallarin yetersiz birlesmesi sonucu

olusur. Birlesik alt segmenti olan 2 ayr1 uterin kavite ve tek serviks vardir. Bikornu



uterusu olan kadinlardan elde edilen verilerde erken gebelik kayip oram % 30, tiim
gebeliklerde fetal kayip orani % 40 bulunmustur.*®

Uterus septus, normalde birlesmesi gereken 2 uterusu ayiran orta hat septumun yetersiz
rezorbsiyonu sonucu olusur. Uterin septum, en sik goriilen uterin gelisim anomalisidir
ve genel popiilasyonda tiim major malformasyonlarm % 80-90’1n1 olusturmaktadir. Bu
anomali ayn1 zamanda kétii gebelik sonuclariyla ilisikili olan en sik anomalidir.*” Birgok
calismadan elde edilen veriler, uterin septumu olan kadinlarda gebelik kayip oranmin %
85 oldugunu gostermektedir.*

Uterin  leiomyomlar:  Myomlarin  tekrarlayan  gebelik  kayiplarindaki
mekanizmalarmm tiimii bolgesel kan akimmin yetersizligine baglanmustir.*® Gebelik ve
implantasyon oranlar1 gibi gebelik sonuclar;; submukoz myomlarda kotii, fakat 5-7
cm.’in altindaki subserdz veya intramural myomlardan etkilenmemektedir.*”° Myomlar
uterin kaviteyi doldurmadigi veya kavitede sekil bozuklugu yapmadig: siirece myoma
bagl diger spesifik semptomlar yoksa, cerrahi gereklilik yoktur.

Intrauterin adezyonlar: Endometriumu yeterince zedeleyen herhangi bir olay
intrauterin adezyonlara neden olabilir. En sik goriilen kiiretaj nedenin spontan abortuslar
oldugu diisiiniiliirse intrauterin adezyonlar dnce gebelik kayiplar1 sonrasi olusurken
daha sonra tekrarlayan gebelik kayiplarma neden olmaktadir.’’ Intrauterin
adezyonlardaki tekrarlayan gebelik kayiplarinin mekanizmasi azalmis fonksiyonel
uterin hacim ve endometrial fibrozis ile plasental yetersizligi neden olabilecek
inflamasyondur.>>

Endokrinolojik Nedenler: Gebelik kayip riskini artiran endokrinolojik
nedenler, tiroid hastaliklari, diabet, policystic ovary syndrom (PCOS) ve luteal faz
defeketleridir.

Subklinik hipotiroidizmin benign olarak kabul edilmemesi gerektigini ve
tekrarlayan gebelik kayb1 olan kadinlarda tiroid stimulating hormon (TSH) taramasini
da iceren erken incelemenin gerekliligini belirtmektedir.>®
Metabolik kontrolii iyi olan diabetik kadinlardaki gebelik kayip riski diabetik olmayan
kadinlardan farkl degildir fakat ilk trimesterde yiiksek kan glikoz ve hemoglobin A1C
(HbA1C) diizeyleri abortus riskini artrmaktadir.”*> Ovulasyondan gebeligin 7-9.
haftalarina kadar gecen siiredeki erken gebeligin devami korpus luteumdan

progesteron iiretimine baghdir. Luteal faz yetmezligi ve luteal faz defektleri belli basl



luteal fonksiyonlarn  uygunsuzlugu ile Ozellikle potansiyel implantasyon
bolgelerindeki endometriyum gelisiminin yetersiz veya uygunsuz olmasi sonucunda
kotii obstetrik sonuglara yol agmaktadir. PCOS’lu kadmlarda hiperinsiilinemi ve
artmis plazminogen activator inhibitor (PAI) aktivite diizeylerinin, artmis gebelik
kayip sikligma (% 30-50) neden oldugu belirtilmistir.

Enfeksiyoz Nedenler: Erken gebelik kayiplarmin nedeni olarak servikovaginal
infeksiyonlarin olasiligin1 bildiren veriler yetersizdir. Tekrarlayan gebelik kayip
nedeni olarak Chlamidya trachomatis, Ureaplasma ve Mycoplasma bildirilmistir.
Ayrica Toxoplasma gondii, Listeria Monocytogenez, Herpesviriis ve Citomegaloviriis
de neden olarak bildirilmistir.”’

Cevresel Faktorler: Sigara, alkol ve asir1 kahve tiiketimi, gebelik kaybina
hazirlayic1 cevresel faktorler olarak bilinmektedir. ilk trimesterde giinde 10 adetten
fazla sigara icenlerde abortus riskinin 1,4 kat arttigi géjsterilmistir.58 Diisiik doz alkol
alanlar, haftada 7 kadehten fazla sarap icenler ve alkolikler {iizerinde yapilan
calismalarda abortus riskinin arttig1 saptanmustir.” Anestetik gazlar, perklor etilen (kuru
temizleme solventi) ve diger organik ¢oziiciiler ve agir metallere (civa, kursun) maruz
kalmak gebelik kayip nedenleri olarak bildirilmistir. Egzersiz programlar1 riski
arttirmaz iken, yatak istirahati tekrarlayan gebelik kayip riskini azaltmamaktadir.

Kalitsal trombofililer: Basit olarak patolojik tromboz, pihtilasma faktorleri,
antikoagiilan proteinler (protein C, protein S, antitrombin III) ve fibrinolitik
mekanizmalar arasindaki dengesizligi gosteren koagiilasyon ve fibrinolizis arasindaki
uyumsuzluk sonucu olugmaktadir. Normal gebelik; faktor 5, 7, 8, 10 ve fibrinojen
diizeylerinin arttig1, protein S seviyesinin azaldigi, aktive protein C’ye karsi direncin
arttigl, PAI konsantrasyonunun arttigi ve trombosit agregasyonuna egilimin arttigi
hiperkoagiilabl bir durumdur. Bircok genetik mutasyon kalitimsal olarak tromboza
egilimi arttirmaktadir. Bunlar protein C eksikligi, protein S eksikligi, antitrombin III
eksikligi, aktive protein C rezistansi, protrombin G20210 mutasyonu, metilen
tetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enziminin 667 ve 1298 mutasyonudur. Kalitsal
trombofililerden en sik goriileni Faktér V Leiden mutasyonudur.’’ ikinci siklikta
goriilen mutasyon protrombin G20210 geninin etkilenmesidir. Mutasyon homozigot ya
da heterozigot olabilir. Ugiincii siklikta goriilen diger mutasyon MTHFR enzimini

kodlayan geni etkilemektedir. Burada tromboz i¢in bilinen bir risk faktorii olan
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hiperhomosistinemiye egilim olmaktadir. Hiperhomosistinemide ateroskleroz,
kardiyovaskiiler hastalik, arteryel ve vendz tromboz, noral tiip defekti ve tekrarlayan
gebelik kaybu riski artar.’

Immiinolojik nedenler: immunolojik nedenler otoimmun ve alloimmun olarak
ikiye ayrilir.

Otoimmun bozukluklar: Otoimmun bozukluklarda [sistemik lupus eritematozus
(SLE) ve antifosfolipit antikor sendromu (APAS) gibi] kisinin 6zel bir boliimiine karsi
immun yanit olugmaktadir. SLE gebelik kayiplariyla iligkilidir. SLE’li kadinlarda
goriilen fetal 6liimlerin hemen hepsi antifosfolipit antikorlarla iligkilidir. Bu antikorlar
fetal distres ve 6liimde en duyarli gostergelerdir.’’ APAS spesifik klinik ve laboratuvar
ozellikleri olan otoimmun hastaliktir ve bu 6zelliklerden tam1 koyabilmek icin en az bir
tanesi gerekir. Klinik tani kriterleri tromboembolik olaylar1 (arteriyel, venoz, kiiciik
damarlar) ve gebelik kaybim1 (10 haftadan kiiciik 3 veya daha fazla kayiplar, 10.
haftadan sonraki fetal 6liim, ciddi preeklampsi veya plasental yetersizlik nedeni ile 34.
haftadan kiiciik prematiir dogum) igerir. Ayrica gebelik varliginda ya da yoklugunda
yapilan iki laboratuar tani kriteri vardir. Birincisi lupus antikoagiilan, ikincisi ise orta
veya yiiksek seviyelerdeki antikardiyolipin antikorlarin (IgG veya IgM) gosterilmesidir.
Anormal laboratuar bulgular: en az 6 hafta ara ile 2 kez gosterilmelidir.®*

Alloimmun bozukluklar: Alloimmun bozukluklarda fetal veya plasental
antijenlere kars1 anormal maternal immun yanit olugsmaktadir. Bu yanitlar; maternal
sitotoksik antikorlar, “natural killer” hiicre fonksiyon ve dagilimlarindaki anormallikler
seklinde olusmaktadir. Tekrarlayan gebelik kayiplarinin nedenleri arasinda en yeni
goriis maternal- fetal ylizdeki lokal immun fonksiyonlardaki diizensizliktir. Bu immiin
fonksiyonlar erken gebelik desiduasindaki biiyiik graniiler lenfositlerin varligi hormonal
degisimler ve trofoblast invazyonuyla diizenlenmektedir.”> Bununla birlikte periferik
NK hiicrelerindeki degisiklikler desiduadaki degisiklikleri yansitmaktadir ve desiduada
gozlenen NK hiicrelerindeki degisikliklerin gebelik kayiplarinin nedeni mi yoksa

sonucu mu oldugu kesin belirlenmemistir.**
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2.7. Natural Killer Hiicreleri

Eriskinde kan hiicreleri kemik iliginde yapilir, li¢ ana hiicresel elemani igeren
stvidir: eritrositler, lokositler ve trombositler. Lokositler bir¢ok kategoriye ayrilir.
(Tablo 1)

Notrofiller: Sayica en fazla olan nukleusunda segmentler ve sitoplazmasinda
pembe- kahverengi graniiller olan hiicrelerdir.

Eozinofiller: Isig1 kiran, biiyiik, kirmizi graniilleri vardir.

Bazofiller: Koyu kahverengi graniilleri vardir.

Monositler: Sitoplazmalar1 mavi- gridir.

Lenfositler: Degisken biiyiikliikte, siklikla graniilsiiz, mavi sitoplazmalar1 ve
yuvarlak nukleuslar1 olan hiicrelerdir. 3 gruba ayrilir: B hiicreleri, T hiicreleri ve Natural
killer hiicreleri.

B lenfositler; antikor olusturan plazma hiicrelerine doniisiirler.

T lenfositler (gelisimleri swrasinda timusla iligki icine girdiklerinden bu adi alirlar);
bagisiklik sisteminde bir¢ok diizenleyici reaksiyon gosterirler ve CD4(Cell determinent)
veya CD8 yiizey molekiillerinden birini tasirlar. CD4+ hiicreleri genelde bagisiklik
sistemindeki yardimec1 hiicre roliinii oynarken, CD8+ hiicreleri bagisiklik sisteminde
baskilayici islev gosterirler.

Natural Killer (NK) hiicreleri (Sekil 1 ve Sekil 2); immunglobuline benzer molekiilleri
kullanmadan hiicreleri parcalama yetenegine sahiptirler. Morfolojik olarak azurofik
graniiller iceren biiyiik sitoplazmalariyla karakterize olup; bazen Large Granuler
Lenfosit (LGL) adim alirlar.®® Periferik ve uNK hiicrelerinin karakteristik dzellikleri
CD56 antijenine sahip olmalaridir.®

NK hiicreleri iki sekilde gosterilir:

1-CD16™#" ! CD56 "*““NK hiicreleri (CD56P*"** seklinde de gosterilir)

2-CD16P4% CD56 P*“ NK hiicreleri (CD56™™* seklinde de gosterilir).*
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Tablo 1: Lokositlerin simflamasi

Lokosit
Graniilosit Lenfosit Monosit
Notrofil T Lenfosit CD4 (T Helper)
Eozinofil CDS (T Sitotoksik)

Bazofil B Lenfosit
Natural Killer | CD16™#CD56P“" (CD567™)

CD1 6p0z1t1fCD56p0z1t1f(CD56s(')niik)

p“".&

Sekil 1. NK hiicresi Sekil 2. NK hiicresinin 151k mikroskobik goriintiisii

Son yillarda alloimmun fakorlerde yapilan c¢alismalar NK hiicrelerinin
implantasyon ve gebeligin devaminda rolii olabilecegini gostermistir. Ayrica NK
hiicreleri erken gebelikte ve implantasyon doneminde endometriyumdaki predominant
lokosit populasyonu oldugundan dolay1 en genis kapsamli ¢alisilan hiicrelerdir.

Natural Killer hiicreleri 2gruba ayrilir:

1. Periferik NK hiicreleri

2. Uterin NK hiicreleri
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2.7.1. Periferik NK Hiicreleri
Periferik NK hiicrelerinin fenotipine bakacak olursak; NK hiicreleri periferik kan
lenfositlerinin % 10-15"ini olusturur.”’ Tek fenotipik karakteri ve fonksiyonel 6zellikleri
olan lenfositler toplulugudur. Prototipik yiizey antijenleri CD56’dur.
Periferik NK hiicreleri CD56 yiizey antijeninin yogunluguna yani ekspresyonuna
gore 2 gruba ayrilirlar. Biiyiik kismi yani % 90’1 CD56™ """ ve fazla miktarda CD16
icerir; geriye kalan % 10’luk kisim CD56P*" " ve diisiik miktarda CD16 igerir ya da hic

icermez. CD56P*™"*

grup NK hiicre kokenli immiinregiilator sitokinlerin ana kaynagi
iken CD56™™* hiicreler daha sitotoksiktir ve KIR (killer immunglobulin-like-receptor)
ailesinin iiyelerini eksprese eder.” CD56""™* grup daha az sitotoksiktir ve KIR’lar1
eksprese etmezler; [L-2, IF-y, TNF-4, GMC-SF, IL-10 ve IL—13 eksprese ederler.

Periferik NK hiicrelerinin hormonlarla regiilasyonuna bakacak olursak; sayilarinda
menstriiel siklusun follikiiler ve luteal fazlar1 arasinda anlamh degisiklikler yoktur.68’69
Normal gebelik sirasinda periferik NK hiicreleri bagta CD16P“'CD56™™ olanlar
olmak iizere sayica azalirlar.” Gebelik siiresince NK hiicrelerinin sayisinda, fenotipinde
ve aktivitesindeki degisiklikler hormonal regiilasyonu diisiindiiriir. Bu hormonlar
ostrojen, progesteron ve prolaktindir. Ostrojen NK hiicre ¢ogalmasini ve aktivitesini
artirtyor gibi goriinmektedir.”' Progesteron ile periferik NK hiicre aktivitesinde doza
bagimli bir azalma mevcuttur.”” Prolaktin ise fizyolojik konsantrasyonda periferik NK
hiicre proliferasyonunu uyarir.”

Hormonlar NK hiicreleri iizerine direkt etkilerinin yanmda diger hiicreler
izerinden de indirekt olarak (T lenfositler aracilig ile) etkileyebilir. T helper (CD4+)
lenfositler, T helper 1 (Thl) ve T helper 2 (Th 2) olarak siniflandirilirlar. Thl hiicreleri
selliiler immiiniteye olusturur ve IF-y, IL-2 ve TNF-J iiretirler. Th2 hiicreleri hiimoral
immiiniteyi olustururlar ve IL—4, IL-5, IL-6, IL-10 ve IL-3 iiretirler.Thl hiicrelerinin
sitokinleri, Th2 hiicre ¢cogalmasini inhibe eder. Th2 sitokinlerinin de; NK hiicrelerinin
vaskiiler endotele baglanmasi ve sitotoksisitesinin inhibisyonu, NK hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu gibi cesitli etkileri mevcuttur. Ayrica T hiicreleri
progesteron etkisi ile NK hiicre aktivitesini inhibe eden ve abortusu Onleyici etkiye
sahip olan progesteron induced blocking factor (PIBF) iiretir.”*

Gebelikte; progesteron, direkt etki ya da T hiicrelerinin Th2 sitokin ya da PIBF

tretimini  uyararak periferik NK hiicrelerinin  sayisinda, aktivitesinde ve
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sitotoksisitesinde  azalmaya neden olur. Ayrica endometriyum tarafindan
VEGF(vascular endotelial growth factor) ve MIP-1B(macrophage inflammatory
protein—1B)  salinimin1 indiikleyerek periferik NK hiicrelerinin endometriyuma
gecmesini saglar. Progesteron etkisi altindaki endometriyal stromal hiicreler, IL-15 ve
prolaktin gibi uNK hiicre c¢ogalmasi, diferansiyasyonu ve trofoblast gelisimini
destekleyen ve lokal immunomodiilasyona katkida bulunan faktorleri salgilar (Sekil

3)'75

Progesteron >
|

\
@ @ \ Periferik kan

—  Prolaktin //'
> IL-15

—  DiJer Faktitler

GM-CSF, M-CSF,
IFN-y, TGF- b

' '

Plasental geligim

Sekil3.Periferik NK hiicrelerinin gebelikteki hormonal regiilasyonu.
NE)  CD56™CD16™#% NK hiicreleri; §®) CDS6™"*CD16™"" NK hiicreleri

Galeltin-1, Glikodelin

Periferik NK hiicrelerinin fonksiyonlarina bakacak olursak; NK hiicrelerini
tanimlayan Ozellikleri hedef hiicreleri Onceden sensitize etmeden ya da Human
Leukocyte Antigen(HLA) ile sinirlamadan oldiirme yetenegine sahip olmalaridir.
Ayrica antiviral aktivite, antineoplastik aktivite, hematopoezin regiilasyonu gibi

gorevleri de mevcuttur.”
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Periferik NK hiicrelerinin tekrarlayan gebelik kaybindaki fonksiyonlarina bakacak
olursak; bir¢ok ¢aligma, artmis periferik NK hiicre aktivitesi ya da sayisinin tekrarlayan
gebelik kaybma neden oldugunu ortaya koymaya calismistir. Tekrarlayan gebelik
kaybinda belirtilmesi 6nemli nokta; NK hiicre sayisi, NK hiicre sitotoksisite seviyesi ile
iliskili degildir. Ek olarak NK hiicre sayis1 ve aktivitesi egzersiz ve giin i¢indeki zamana
baglh olarak dalgalanma gosterebilir. Tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda
periferik NK hiicrelerindeki fenotipik degisiklikler asikardir ki bu da artmus aktiviteyi
anlatir. Bu degisikliklerin meydana geldigi tekrarlayan gebelik kaybimnda mekanizma

hala tam olarak bilinmemektedir.”””’®

2.7.2. Uterin NK Hiicreleri

Endometrium anlaml sayida 16kosite ev sahipligi yapar. Bu Idlositlerin orani ve
fenotipi menstriiel siklus boyunca degisiklik gosterir. Lokositler stromal hiicrelerin,
proliferatif fazda % 10’unu, sekretuvar fazda % 20’sini ve erken gebelikte % 30’unu
olusturur. Endometriyumdaki en biiyiik 16kosit populasyonu LGL olarak da adlandirilan
NK hiicreleridir. Bu hiicreler ilk trimester desidusinda endometriyal lokositlerin %

70’ini olusturur.”

Uterin NK (uNK) hiicrelerinin fenotipine bakacak olursak; uNK hiicreleri CD56
yiizey antijenini icerirken CDI16’y1 hi¢ icermezler ya da c¢ok az igerirler. uNK
hiicrelerinin yaklasik %90’1 CD56™"* [ %10’u CD56"™"*"" * Periferik kandaki kiiciik
miktardaki CD56""* hiicrelerden koken aldigi diisiiniilmektedir. Bu yiizden uNK
hiicreleri genellikle CD16"#* CD56P°“"! ya da CD56""* seklinde gosterilir.*

uNK hiicrelerinin hormonlarla regiilasyonuna bakacak olursak; menstriiel siklus ve
normal gebelik boyunca uNK hiicrelerinde bir¢cok degisiklik olmaktadir. Menstriiel
siklusun ortasindan geg¢ luteal faza kadar ve erken gebelikte uNK hiicreleri maksimum
seviyededir.®' ilk trimesterden sonra sayilari azalmaya baslar ve terme ulasildiginda
artik bulunmazlar.*

ulNK hiicrelerinin % 40’ ¢ogalma yeteneginde oldugu bulunmustur ve luteal
faz endometriyumunda bu ¢ogalmay1 kontrol eden genlerde kendi kendini diizeltme
yetenegi vardir.’' uNK hiicreleri kemik iliginden periferik sirkiilasyon yolu ile

endometriyuma direkt girer.*” Siklusun mid-luteal fazindaki uNK hiicrelerindeki
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artiglarin progesteron tarafindan kontrol edildigi diistiniilmiistiir. Bununla birlikte uNK
hiicreleri progesteron reseptoriil icermezken, prolaktin reseptorii, Ostrojen [ reseptoril ve

glukokortikoid reseptorii igerirler.83

Progesteron CD56™"* NK hiicrelerinin uterusa gelmelerini, endojen uNK
hiicrelerinin cogalmasini, ulNK hiicrelerinden immiinomodiilator
molekiillerin(glycodelin gibi) iiretiminin diizenlenmesinde rol oynar. Ostrojen de
CD56™"* hiicreleri uterusa ceker. Prolaktin uNK hiicrelerinin diferansiyasyonunu ya da

maturasyonunu saglar (Tablo2).”

Tablo 2.Uterin NK hiicrelerinin hormonal modiilasyonu

Hormon Mekanizma

Progesteron | *CD356 P hiicrelerin uterusa gelmelerini saglar
*Endojen uNK hiicrelerinin ¢ogalmasini saglar.

*uNK hiicrelerinden immiinomodiilatdr molekiillerin (glycodelin gibi)
tiretiminin diizenlenmesinde rol oynar

Ostrojen CD56"™ hiicrelerin uterusa gelmesini saglar.

Prolaktin ulNK hiicrelerinin diferansiyasyonunu ya da maturasyonunu saglar.

uNK hiicrelerinin fonksiyonlaria bakacak olursak; bugiin i¢in fonksiyonlar1 hala
tam olarak anlagilamamistir. Gebe olmayan endometriyumda stromal hiicrelere yakin
olarak bezlerin ve kan damarlarinin etrafinda bulunmak iizere, bu hiicrelerde mid-
sekretuvar fazdan gec luteal faza kadar anlamli derecede artan bir yiikselme mevcuttur.
Bundan dolayr uNK hiicrelerinin desidualizasyonla iligkili olduklar1 diisiiniilmiistiir.
Gebelik meydana gelmediginde uNK hiicreleri apoptozise ugrarlar ve bu apoptozisin
menstruasyonun baslamasinda 6nemli rol oynayabilecegi diisiiniiliir.** Gebelik siiresince
implantasyon alanmma c¢ok yakin bulunurlar ve implantasyonda rol oynayan
trofoblastlarla yakin iliskidedir. uNK hiicrelerinin erken gebelikte sayilarinin artmasi,
hormonlarla iliskisi, implantasyonda rol oynayan trofoblastlara yakinligi, bize fetusun

anne trafindan yabanci cisim gibi goriillmemesi ve gebelik sirasinda trofoblastlarin artisi

17



ve invazyonunda Onemli rolii oldugunu diisiindiirmektedir. Basarili bir gebelik
gelismesi ic¢in fetal trofoblastin maternal desiduayr invaze etmesi ve maternal spiral
arterlerin icine ilerlemesi ve boylelikle onlar1 dilate ederek gelisen fetusun ihtiyacim
karsilamak icin diisiik rezistansh yiiksek akimli maternal kan akimi saglamasi gerekir.
Eger trofoblast invazyonu basarisiz olursa gebelik diisiikle ya da preeklampsi ile
sonuglanir; eger cok ileriye invaze olursa annenin sagligi plasenta akreata ya da
gestasyonel trofoblastik hastalik yoniinden tehlikeye girer.** Calismalar gostermistir ki
ekstravilloz trofoblast/uNK etkilesimi olabilir ve bu etkilesim plasenta gelisiminde
fizyolojik bir role sahip gibi goriinmektedir. uNK hiicresi/trofoblast etkilesiminin
Onemli bir sonucu bir dizi sitokinlerin tiretimidir. [TNF-a, IF-y, GM-CSF (Granulocte-
macrophage-colony-stimulating-factor), =~ M-CSF  (Macrophage-colony-stimulating-
factor), MIF (macrophage inhibitory factor)] Bunlarin hepsi de plasenta gelisiminde
etkilidir. uNK hiicreleri, VEGF, plasental biiyiime faktorii ve anjiopoietin 2 ‘yi de igeren
anjiyogenezde rol oynayan kritik birtakim biiyiime faktorlerini salgilar.®

uNK hiicrelerinin tekrarlayan gebelik kaybindaki fonksiyonlarima bakacak
olursak; bircok klinisyen tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarin bu kayba katkida
bulunan endometriyal faktorlere sahip olduguna inanir. Implantasyon &ncesi
endometriyumda yapilan caligmalarda tekrarlayan gebelik kaybi olan kadinlarda uNK
hiicre populasyonunda farkliliklar bulunmustur. Flow sitometri kullanarak; tekrarlayan
gebelik kayb1 olan kadinlarin luteal faz endometriyumunda normalde dominant hiicre
populasyonu olan CD16™# CD56°**** NK hiicrelerinin azaldigi, CD16™“% CD56°"*
uNK hiicrelerinin arttigi goriiliir.”> Ayrica tekrarlayan gebelik kaybi olan kadmnlarda
yiiksek sayida uNK hiicresi tekrarlayan gebelik kaybi i¢in belirleyicidir.

Eldeki veriler normal gebeligin erken doneminde progesteronun endometriyal
stromal hiicrelerden MIP-1p ve VEGF salinimini1 diizenleyerek ya da implantasyonu

6 parlak

kolaylastiran molekiiller salgilanmasimi artirarak periferik CDS5 NK hiicrelerinin

uterusa gociinii artirdigii destekler. Ek olarak MIP—1a fetal sitotrofoblastlar tarafindan

parlk N'K hiicrelerini plasentaya ceker.®® Artmis

tretilir ve gebelik sirasinda CDS56
CD56™"* yNK hiicre populasyonu bundan sonra trofoblast ve plasenta biiyiimesini ve
desidual vaskiilarizasyonu destekleyen sitokin iiretiminde 6nemli rol oynar. Yine ek
olarak immiinomodiilator molekiillerin  iiretimi  maternal-fetal yiizde lokal

immunosupresyon olusmasina katilabilir.*” Tekrarlayan gebelik kaybinda kanda artmus
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NK hiicre say1 ve aktivitesi muhtemelen endometriyumda artmig CD56%"™* CD16P*“""

hiicreler ile iligkilidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismaya Subat 2006-Mayis 2008 tarihleri arasinda Cukurova Universitesi
Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali poliklinigine bagvuran, 2
veya daha fazla gebelik kaybi1 olan kadinlar hasta grubu olarak; 2 veya daha fazla canli
dogum yapmis, diisiigli olmayan kadinlar ise kontrol grubu olarak alindi. Bir hastay1
tekrarlayan gebelik kayb1 olarak kabul etmek i¢in 20. gebelik haftasindan 6nce 2 veya
daha fazla diisiik yapmis olma kriteri kabul edildi. Calismaya dahil edilen hastalarin
degerlendirilmesine anamnez ile baslandi. Bu ¢aligma prospektif, vaka- kontrol olarak
yapildi.

Tekrarlayan gebelik kayb1 olan, 2040 yas aras1 20 hasta caliymaya dahil edildi.
Biitin kadinlar normal parental kromozoma sahipti. Hepsi antifosfolipid
antikorlar(ANA,  Anti  DNA,  Antikardiyolipin-IgM,  Antikardiyolipin-IgG,
Antifosfolipid-IgM, Antifosfolipid Ig-G) , Anti Toksoplazma IgM, Antirubella IgM,
hipotiroidi ya da hipertiroidi (serbest T4 ve TSH degerlerine bakildi) acisindan negatifti.
Biitiin hastalar normal HSG’ye sahipti ve hi¢gbirinde menstriiel siklusun 26. giiniinde 8
no’lu Hegar bujisi ile bakilan servikal yetmezlik yoktu. Hicbir hastada trombofili
kriterine (Antitrombin III eksikligi, Protein C eksikligi, Protein S eksikligi, Faktor V
Leiden mutasyonu, Protrombin 2010 mutasyonu, MTHFR 677 mutasyonu, MTHFR
1298 mutasyonu) rastlanmadi.

Kontrol grubu Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
Anabilim Dali’na bagvuran gebelik kayb1 bulunmayan, 2 veya daha fazla dogum yapmis
20—40 yas aras1 10 kadindan olustu.

Hicbir hasta biyopsiden énceki 3 ay hormonal tedavi almadi ve onceki diisiigiin
izerinden en az 4 ay siire gecti ve biitiin kadinlara son menstruel periyoddan sonra
koitus yasaklandi. Her hastadan mid-luteal fazda oldugunu kanitlamak i¢in serumda
progesteron bakildi ve 10 ng/ml altinda olanlar calismadan ¢ikarild1.

Endometriyal biyopsiler menstruel siklusun lutal fazinda, 21-24. giinlerinde
Pipelle aleti ile alind1 ve % 10’luk formaldehit ile fiske edildi.

- Endometriyal biyopsi ile alman dokular kasetlendikten sonra % 10’luk
formaldehitte bekletildi. Ayni1 giin aksam ototeknikon cihazinda fiksasyon islemi
tamamlandi. Ertesi sabah parafin blok yapild1.
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- Parafin bloklardan 4-5 mikron kalinliginda kesitler yapildi.

- Oda 1sisnda alkol ve ksilol serisimnden gecirilerek deparafinizasyon islemi
yapildi.

-0,3 % w/v H,0O; indistile suda bekletildi.

-3-5 dakika PBS’de yikandi. (PBS: fosfat buffer saline pH 7,2-7,4)

-Mikrodalga firmda medium mkonumunda sitrat buffer pH6 ile 15 dakika antijen
retrival islemi uygulandi. Salenin kapagi acilmadan yaklasik 45 dakika oda i1sisma
gelmesi beklendi. Saf su ve PBS’den gecirildi.

-Normal blocking serum damlatild;, 8-10 dakika inkube edildi. Inkubasyon
sonunda doku {iizerindeki soliisyon dokiildii. Dokunun etrafi kurulandi. Tekrar yikama
yapilmadan.

-1/200 oraninda dilue edilmis olan CD 56 birincil antikoru damlatildi.
(Novocastra Laboratories Ltd. NCL-L-CD56-1B6) Yaklasik 120 dakika oda i1sisnda
nemli ve kapali ortamda inkubasyona birakild:.

-3-5 dakika PBS’de yikand:.

-Biotin damlatildi.(Dako LSAB+ System —HRP. Dako North America, Inc K0690)
Oda 1sinda 30 dakika inkube edildi.

-3-5 dakika PBS’de yikand:.

-Strept avidin damlatildi.(Dako LSAB+ System —HRP. Dako North America, Inc
K0690) Oda 1s1sinda 30 dakika inkube edildi.

-3-5 dakika PBS’de yikandu.

-AEC chromogen damlatildi,15-20 dakika inkubasyona birakildi. Bu zaman
araliginda mikroskop altinda kontrol edilerek AEC’den ¢ikarildi.

-Cesme suyunda yikandi, saf sudan geg¢irildi.

-Mayer Hematoksilende 5-7 dakika bekletilerek zit boyama yapildi. Cesme
suyuna alinarak mavilestirildi.

-Dokunun etrafit kurulanarak su bazli sivi kapama maddesi ile kapatildi.(Dako
S3025)

-Daha sonra 151k mikroskobunda 400 biiyiitme ile degerlendirildi. 10 alanda CD56
ile pozitif boyanan hiicre sayildi.

Istatistiksel analizde: Verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmis, normal dagilim

gosteren siirekli degiskenlerin analizinde t testi, normal dagilim gostermeyen siirekli

21



degiskenlerin analizinde ise Mann whitney U kullanilmistir. Siirekli degiskenlerin
korelasyon analizinde Spearman Cor. Rank testi kullanilmistir. Sonuglar
ortalamazstandart sapma, medyan (min-max) olarak ifade edilmistir. p degerinin <0,05

oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Subat 2006- Mayis 2008 tarihleri arasinda Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
poliklinigine basvuran ve tekrarlayan gebelik kaybi tanisi alan 20 hasta ve ayni tarihler
arasinda aymi poliklinige bagvuran 10 saglikli bayan olmak iizere toplam 30 kadin
caligmaya almmustir. Calismaya hasta grubunda almman Kkisiler poliklinik bagvuru
sirasma gore gelisigizel alinmistir ve kontrol grubuna alinacaklar basit rasgele
ornekleme ile atanmistir. Tim hasta ve kontrol grubundaki kisilerden onaylari
alindiktan sonra serumda progesteron degeri icin kan Ornekleri ve es zamanl
endometriyal biyopsi yapildi. Biyopsi materyalleri Patoloji Anabilimdali tarafindan
parafin kesit yapildiktan sonra CD56 i¢in birincil antikor (Novocastra Laboratories Ltd.
NCL-L-CD56-1B6) ile boyandi ve 1sik mikroskobunda 10 alanda x400 biiyiitmede
degerlendirildi.

Normal dagilim gosteren siirekli degiskenlerin analizinde t testi, normal dagilim
gostermeyen siirekli degiskenlerin analizinde ise Mann whitney U kullanilmigtir.

Siirekli degiskenlerin korelasyon analizinde Spearman Cor. Rank testi kullanilmigtir.

Tablo 3: Hasta ve kontrol grubunun demografik 6zellikleri

Hasta Kontrol
(n=20) (n=10)
Ort+SD Ortanca Ort+SD Ortanca p degeri
(min-max) (Min-Max)
YAS 31,2453 31,5 35,4443 35,0 0,059
(22,0-40,0) (29,0-40,0)
GEBELIK SAYISI | 3,6+1,9 3,0 3,241,2 3,0 0,880
(2,0-8,0) (2,0-6,0)
DOGUM SAYISI 3,2+1,2 3,0
(2,0-6,0)
YASAYAN 3,2+1,2 3,0
(2,0-6,0)
ABORTUS 3,619 3,0
(2,0-8,0)

Hasta ve kontrol grubunu olusturan kadinlarin yas, gebelik sayisi, dogum sayisi,
yasayan sayist ve abortus sayislarinin karsilastirmasina ait veriler Tablo 3’te

sunulmustur.
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Hasta grubu ile kontrol grubu incelendiginde;

Hasta grubunun yas ortalamasi1 31,2+5,3; kontrol grubunun yas ortalamasi
35,444 3 idi. iki grup arasinda istatistiksel olarak farklilik gozlenmedi (p=0,059).

Hasta grubunun gebelik sayis1 ortalamasi 3,6+1,9, kontrol grubunun gebelik sayisi
ortalamas1 3,2+1,2 idi. ki grup arasinda istatistiksel olarak farklihk go6zlenmedi
(p=0,880).

Tablo 4: Hasta ve kontrol gruplarimn progesteron, uNK degerleri acisindan karsilastirmasi

Hasta Kontrol
(n=20) (n=10)
Ort+SD Median Ort+SD Median | p degeri
(min-max) (Min-Max)
PROGESTERON 17,5£14,9 11,3 13,242 4 13,5 0,350
(6,5-55,1) (8,6-15,7)
ulNK 32,8+26,0 26,0 43,2435,7 40,5 0,448
(1,0-93,0) (1,0-127,0)

Hasta ve kontrol grubunu olusturan kadinlarin progesteron, uNK degerleri
acisindan karsilastirilmasi Tablo 4’te sunulmustur.

Hasta grubu ile kontrol grubu incelendiginde;

Hasta grubunun progesteron degerinin ortalamast 17,5+14,9 iken, kontrol
grubunun progesteron degeri ortalamasi 13,2+2,4 idi. ki grup arasinda istatistiksel
olarak farklilik gdzlenmedi (p= 0,35).

Hasta grubunun uNK degeri ortalamasi 32,8+26,0; kontrol grubunun uNK degeri
ortalamas1 43,2+35,7 idi. 1ki grup arasinda istatistiksel olarak farklilhik gozlenmedi
(p=0,448).
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Tablo 5: Hasta grubunun abortus, progesteron, uNK ve yasayan degerlerinin korelasyon

katsayilar:
Progesteron uNK Yasayan Gebelik Sayisi

r r r r

P P P P
YAS -0,19 0,16 0,40 0,25
0,323 0,414 0,032 0,179

ABORTUS -0,59 -0,24 0,298 -

0,006 0,304 0,201 -
PROGESTERON 0,02 -,187 -0,55
0,923 ,323 0,002
uNK ,155 -,194
414 ,305
YASAYAN ,252
,179

Hasta grubunu olusturan kadinlarm abortus, progesteron, uNK ve yasayan

degerlerinin korelasyon katsayilar1 Tablo 5’te sunulmustur.

uNK ve abortus sayis1 degerleri karsilastirildiginda negatif bir korelasyon

bulunmustur (r=-0,24) ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,304).

uNK ve progesteron degerleri arasinda pozitif bir korelasyon mevcuttur (r=0,02)

ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,923).

uNK ve gebelik sayis1 arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0,194) ve

istatistiksel olarak anlaml degildir (p=0,305).

uNK ve yasayan cocuk sayis1 arsinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (r=
0,155) ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,414).

ulNK ve yas arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (r=0,16) ve istatistiksel

olarak anlaml degildir (p=0,414).
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5. TARTISMA

Lokositler endometriyumun onemli elemanlarindandir” ve endometriyumdaki
1okosit populasyonu T hiicreleri, makrofajlar ve biiyiik graniiler lenfositlerden
olusur.

T hiicreleri proliferatif fazda lokositlerin % 45’ini olusturur. Sayilar1 menstriiel
siklus boyunca sabit kalmasma ragmen sekretuvar fazda diger tip Ilokositlerle
kiyaslandiginda oranlari azalir.*®

Makrofajlar menstruel siklus boyunca endometriumda I6kosit populasyonunun
onemli bir oranim olustururlar.®®

Endometriyumdaki en ©Onemli 16kosit populasyonu biiyiikk graniiler
lenfositlerdir. Bu lenfositler de NK hiicre yiizey antijeni CD56’y1 igerirler.’
Implantasyon zamaninda biiyiik graniiler lenfositler 16kosit populasyonunun % 70-

® uNK hiicreleri

80’ini olusturur ve eger konsepsiyon gerceklesirse sayilari artar.®
implantasyon zamani uterusta bol miktarda bulunur ve plasental trofoblast hiicreleri ile
yakin iliski icindedir.”® implantasyonda ve plasentanin biiyiime ve gelismesinde 6nemli
role sahiptir ve desiduaya trofoblast invazyonunu smirlar.  Gebelik meydana
gelmediginde uNK hiicreleri apoptozise ugrarlar ve bu nedenle de menstruasyon
kanamasinin baglamasinda bir rol oynayabilecegi de diisiiniilmektedir.** uNK hiicreleri
VEGF, plasental biiylime faktorii, anjiyopoietin 2 gibi anjiyogenezde rol alan kritik
birtakim biiyiime faktorlerini de salgilar.®

S.Quenby ve arkadaslarmin tekrarlayan gebelik kaybi olan 22 hasta ve normal
obstetrik hikayesi olan 9 kadin iizerinden yaptiklar1 caligmada; uNK hiicrelerinin sayisi
hasta grubunda ortalama 9 (0,2-22) kontrol grubunda ise ortalama 4,7 (0,2-9,5) anlaml
derecede fazla idi (p=0,01).”"

Yine S.Quenby ve arkadaslarinin yaptig: bir ¢calisma 85 tekrarlayan gebelik kaybi
olan hasta ve klinige sterilizasyon i¢in bagvuran, 2 veya daha fazla normal gebeligi olan
ve hi¢ diisiigli olmayan 18 kontrol grubundan olustu. Bu 85 kadindan 7 tanesi yetersiz
endometriyal materyal nedeni ile, 3 tanesi de siklusun 19-23. giinleri arasinda
olmadigindan c¢alismadan ¢ikarildi. uNK hiicrelerinin stromal hiicrelere orani
degerlendirildiginde, >% 5 uNK hiicresi olanlar yiiksek olarak kabul edildi. 75

tekrarlayan gebelik kayb1 olan kadinin endometriyumunda 18 kontrol gurubuna gore
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anlaml derecede fazla uNK hiicresi vard1 (p=0,0083). Bu 75 kadinin 32 tanesinde ( >%
5 uNK hiicresi vardi) uNK hiicre sayis1 13,4 (9,6-25,5) idi; 43 tanesinde (<% 5 uNK
hiicresi vardi) uNK hiicre sayis1 1,7 (0,8-2,6) idi. Kontrol grubunda ise uNK hiicre
say1s1 2,8 (1,2-4,9) idi (Tablo 6)°2.

Tablo 6: Quenby ve arkadaslarinin calisma sonuglari

Hasta Kontrol

uNK<%5 uNK>%>5

n=43 n=32 n=18
ulNK sayis1 1,7 13,4 2,8

(0,8-2,6) (9,6-25,5) (1,2-4.9)

E. Tuckerman ve arkadaslarmin agiklanamayan tekrarlayan gebelik kaybi olan
87 hasta ve 10 normal kontrol grubu kullanarak yaptig1 calismada uNK hiicreleri
degerlendirildi. Tekrarlayan gebelik kayb1 olan 87 kadinda uNK hiicre sayis1 (ortalama
11,240,9) kontrol grubuna gore (ortalama 6,2+1,4) anlamli derecede yiiksekti
(p=0,013)."

K. Clifford ve arkadaslarmin 29 tekrarlayan gebelik kayb1 olan hasta ve 10 kontrol
grubu lizerinden yaptiklar1 calismada uNK hiicrelerinin sayisi; tekrarlayan gebelik kaybi
olan grupta ortalama 146+71, kontrol grubunda ise ortalama 94+19, yani istatistiksel
olarak anlamli derecede fazla bulundu (p=0,001). Hasta grubu gebelik kaybi tipine gore
smiflandiginda uNK hiicre sayisi; erken gebelik kaybi hikadyesi olanlarda ortalama
161+72, ge¢ gebelik kayb1 olanlarda ortalama 89+72 olarak bulundu. uNK hiicre sayisi
sadece erken gebelik kaybr olan grupta yiiksekti (p<0,001). Kontrol grubu ile geg
gebelik kayb1 olanlar arasinda uNK hiicre sayilar1 agisindan higcbir fark bulunmadi
(p<0,001).”

Bizim ¢alismamizin hepsi erken gebelik kaybi olan 20 hasta ve 10 kontrol
grubundan olustu. Hasta grubunda uNK hiicresi ortalama 32,8 (1,0-93,0), kontrol
grubunda ortalama 43,2 (1,0-127,0) olarak bulundu. Istatiksel olarak anlamli fark yoktu
(p=0,448).

T. Michimata ve arkadaslarinin ¢aligmasinda, 2 tane spontan gebelik kayb1 olan

17 ve kontrol grubu olarak male faktor nedeni ile infertil olan 15 kadin vardi. Bu 17

27



kadinin sonraki gebeliklerinde 11 tanesi canli dogum yapti, 6 tanesi yine ilk trimesterde
spontan abortus yasadi. Endometriyum Ornekleri bu sonraki gebeliklerde hemen
implantasyon Oncesi alindi. uNK hiicre sayist tekrarlayan gebelik kaybi olan hasta
grubu ile (sonraki gebeliginde canli dogum yapanlarda 61,32+19.58, sonraki
gebeliginde spontan abortus yasayanlarla 58,07£17,13) kontrol grubu arasinda
(63,97+21,59) istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi (p>0,05).”*

Clifford ve arkadaslarmm yaptiklar1 ¢calismada™ tekrarlayan gebelik kaybi olan
grupta, uNK hiicre sayis1 ile maternal yas ve dnceki gebelik kayb1 sayis1 arasinda higbir
iliski bulunmadi. Yine Tuckerman ve arkadaslarinin yaptiklari gahsmada4 tekrarlayan
gebelik kayb1 olan grupta uNK hiicre sayisi ile yas ya da abortus sayis1 arasinda da iliski
yoktu.

Bizim calismamizda da uNK hiicre sayisi ile abortus sayis1 (p=0,304) ve yas
(p=0,414) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yoktu. Ayrica uNK hiicresi ile
gebelik sayis1 (p=0,305) ve progesteron degerleri (p=0,923) arasinda da istatistiksel
olarak anlaml fark bulunmadi.

uNK hiicrelerinin sayis1 menstriiel siklusun erken sekretuvar fazinda artmaya
baslar®™ ve gec luteal fazda ve erken gebelikte maksimum seviyededir.®' Bu degiskenlik
cesitli calismalarin  sonucunu etkileyebilir. Bu yiizden biz de c¢alismamizda
endometriyal biyopsileri 28 giinde bir diizenli siklusu olan kadinlardan siklusun 21-24.
giinlerinde aldik. Her hastadan biyopsi alindigi giin de mid-luteal fazda oldugunu
kanitlamak i¢in serumda progesteron degerine baktik. Tek dlciimde 10 ng/ml veya ardi
ardina 3 Olclimiin toplaminin 30 ng/ml’nin altinda olmasinin ovulasyonda bir sorun
oldugunu bildirmesi bakimindan anlamli olacagi da 6nerilmektedir. Bu da ovulasyon
hakkinda sadece retrospektif bir fikir verir. Baz1 yazarlar serum progesteron 6l¢timiiniin
luteal fazin degerlendirilmesinde endometrial biyopsiden daha fazla bilgi verdigini
savunmaktadirlar.”

Her ne kadar bizim ¢alismamizda tekrarlayan gebelik kaybi olan grupta uNK
hiicrelerinin sayis1 kontrol grubuna gore daha az saptansa da (p=0,448); NK
hiicrelerinin subgruplar1 gebelik sonuglarini etkiliyor olabilir. Ornegin biz ayn1 zamanda
CD3, CD8, C20, CD45 gibi yiizey antijenlerini de iceren subgruplarin oranini
bilmiyoruz. Bu orandaki farkliliklar gebelik sonuclarini etkiliyor olabilir. Bu sorunun

cevabi yapilacak daha ileri calismalarla verilebilir.
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Bizim calismamizda uNK hiicreleri sayimi konsepsiyon olmayan siklusta alinan
biyopside yapildi. Konsepsiyon olan sikluslarla konsepsiyon olmayan sikluslar arasinda,
hiicre sayis1 acisindan benzerlik olup olmadigr acik degildir. Belki de implantasyon
oldugunda uNK hiicre sayis1 ve fonksiyonlarinda degisiklik olmaktadir. Bundan dolay1
ideal olani konsepsiyon olan sikluslarda da uNK hiicre sayimi yapmaktir, fakat etik

kurallardan dolay1 konsepsiyon olan sikluslarda biyopsi yapmak zor olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Birinci ve ikinci trimester tekrarlayan gebelik kaybi olan hastalarda uNK
hiicrelerinin varligimi arastirdigimiz ¢alismamizdan elde ettigimiz sonuglar sunlardir:

1- Hasta grubunun yas ortalamasi 31,245,3; kontrol grubunun yas ortalamasi
35,4443 idi. ki grup arasinda istatistiksel olarak farklihk gozlenmedi.(p=0,059)

2- Hasta grubunun gebelik sayis1 ortalamasi 3,6+1,9, kontrol grubunun gebelik
sayist ortalamas1 3,2+1,2 idi. ki grup arasinda istatistiksel olarak farklilik gdzlenmedi
(p=0,880).

3- Hasta grubunun progesteron degerinin ortalamasi 17,5+14,9 iken, kontrol
grubunun progesteron degeri ortalamasi 13,2+2,4 idi. ki grup arasinda istatistiksel
olarak farklilik gbzlenmedi (p= 0,35).

4- Hasta grubunun uNK degeri ortalamast 32,8426,0; kontrol grubunun uNK
degeri ortalamas1 43,2+35,7 idi. ki grup arasinda istatistiksel olarak farklilik
gozlenmedi (p=0,448).

5- uNK ve abortus sayisi degerleri karsilastirildiginda negatif bir korelasyon
bulunmustur (r=-0,24) ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,304).

6- uNKve progesteron degerleri arasinda pozitif bir korelasyon mevcuttur (r=0,02)
ve istatistiksel olarak anlamli degildir.(p=0,923)

7- uNK ve gebelik sayis1 arasinda negatif bir korelasyon bulunmustur (r=-0,194)
ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,305).

8- uNK ve yasayan cocuk sayist arsinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (r=
0,155) ve istatistiksel olarak anlamli degildir (p=0,414).

9- uNK ve yas arasinda pozitif bir korelasyon bulunmustur (r=0,16) ve isttistiksel
olarak anlaml degildir (p=0,414).

Tekrarlayan gebelik kaybi etyopatogenezinde hala netlesmemis noktalar
mevcuttur. Calismamizin sonucu, tekrarlayan gebelik kaybi i¢in diisiikk etyolojisini
aciklamakta uNK hiicre sayis1 anlamli degildir. Bu konuda daha biiyiik hasta ve kontrol
grubu ile yapilacak prospektif calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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