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BEYAN

“Plasenta Previa hastalarinda kisspeptin ifade diizeylerinin degerlendirilmesi” baslikli
tez ¢alismasinin kendi ¢alismam oldugunu, baska bir calismadan kopya edilmedigini,
tezin planlanmasindan yazimma kadar biitiin safhalarda etik disi davranisimin
olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi,
bu tez calismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve
bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, bu tezin ¢alisilmasi ve yazimi sirasinda

patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigin1 beyan ederim.



OZET

Amacg

Plasenta previa etiyolojisinde Kisspeptin diizeylerinin olas1 etkisinin tespiti,
hamileligin erken donemlerinde plasenta previa tam1 ve teshisinde onemli bir rol
oynayabilir. Bu arastirmada, plasenta previa tanisi alan hastalar ile normal gebelikler
arasinda kisspeptin ifade diizeylerindeki olasi degisikliklerin tespit edilmesi
amaglanmstir.

Hastalar ve Yontem

Ondokuz May1s Universitesi Kadn Hastaliklar1 ve Dogum Perinatoloji polikliniginde
2021-2022 yillar1 arasinda plasenta previa tanist almis gebeler ve normal gebeler
calismaya dahil edildi. Gravida, parite, gebelik haftasi, anne yas1 ve plesantanin yeri
degerlendirildi. Plazma kisspeptin seviyeleri biyokimyasal olarak, plasenta Kisspeptin
ve kisspeptin reseptorii gen ifade diizeyi genetik olarak, plasenta kisspeptin diizeyi
immiinohistokimyasal olarak tespit edildi.

Bulgular

Serumda KISS1 konsantrasyon diizeyinin degerlendirmesi sonucunda, kontrol
grubunda plasenta previa grubuna oranla belirgin bir artis ve istatiksel olarak ileri
diizeyde anlaml bir fark gozlenmistir (p<<0,001). Kontrol ve plasenta previa gruplar
arasinda gerceklestirilen istatiksel degerlendirme neticesinde gruplar arasinda
istatiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmistir (p<<0,05). Kontrol grubunda KISS1R
gen ifade diizeyinin belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

Tartisma ve Sonug¢

Plasenta previali hastalarda kontol grubundaki hastalara gore kisspeptin ifade
diizeyleri daha diisiik ¢ikmigtir. Hem biyokimyasal ve immiinohistokimyasal hem de
genetik analizler neticesinde alinan bulgular, plasenta previali hastalarda kisspeptin

ifade diizeyinin ciddi oranda daha diisiik oldugunu gostermistir.

Anahtar Kelimeler: fetal ultrasonografi, plesanta previa, kisspeptin, plasenta



ABSTRACT

Objective

Detection of the possible effect of kisspeptin levels on the etiology of placenta previa
may play a crucial role in the diagnosis of the placenta previa in the early stages of
pregnancy. In this study, we aimed to determine possible changes in kisspeptin
expression levels between patients diagnosed with placenta previa and normal
pregnancies.

Materials and Methods

Pregnant and normal pregnant women who were diagnosed with placenta previa in
Ondokuz Mayis University Gynecology and Obstetrics Perinatology outpatient clinic
between 2021-2022 were included in the study. Gravida, parity, gestational week,
maternal age and placenta location were evaluated. Plasma kisspeptin levels were
determined biochemically, placenta kisspeptin and kisspeptin receptor gene expression
levels were determined genetically, and placenta kisspeptin levels were determined
immunohistochemically.

Results

As a result of the evaluation of the KISS1 concentration level in the serum, a
significant increase in the control group compared to the placenta previa group and a
statistically significant difference was observed (p<0.001). As a result of the statistical
evaluation performed between the control and placenta previa groups, a statistically
significant difference was found between the groups (p<0.05). It was observed that the
KISS1R gene expression level was significantly higher in the control group.
Conclusions

In our current study, kisspeptin expression levels were found to be lower in patients
with placenta previa compared to patients in the control group. Findings obtained as a
result of both biochemical, immunohistochemical and genetic analyzes showed that

Kisspeptin expression level was significantly lower in patients with placenta previa.

Keywords: fetal ultrasonography, placenta previa, kisspeptin, placenta
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1. GIRIS VE AMAC

Plasenta gelisimi hamilelik icin kritik 6dneme sahiptir. En biiyiik fetal organ olarak
fetiisiin gelisimi ve korunmasinda olaganiistii islevlere sahiptir (1). Plasentanin
gebelikte yerlesim yeri ve anatomisi ile ilgili anormallikler goriilebilmektedir. Plasenta
previa ve anormal invazif plasentalar antepartum, intrapartum ve dogum sonrasi
kanama riski olusturur (1). insidansi, sezaryen oranindan dolay:r agirlikli olarak
artmaktadir (2). Plasenta Previa nedenleri arasinda, gecirilen uterus ameliyatlar1 veya
kiiretaj, anne yas1 ve multipartite, endometriozis, sigara ve yardime1 iireme teknikleri
yer almaktadir (3). Bu duruma yonelik tedavi se¢enekleri azdir ve gebelik genellikle
sezaryen ile sonu¢landirilir. Bu da gelecekteki gebeliklerde plasental anormalliklerin
goriilme sikhiginin artmas1 demektir. Klasik inflamatuar hasar teorisine ek olarak,
anormal anjiyogenez son zamanlarda plasenta previa'min altinda yatan yeni bir
mekanizma olarak kabul edilmistir (4). Bugiine kadar, sezaryen, dilatasyon ve kiiretaj
gibi uterus cerrahisini azaltmak ve yardimci treme tekniklerinin gereksiz
kullanimindan kaginmak disinda yeterli 6nleyici stratejiler gelistirilememistir. Hayvan
ve insan ¢alismalarindan elde edilen veriler, ¢esitli diizenleyici molekiillerin trofoblast
invazyonunun ve plasental anjiyogenezin kontroliinde islevsel roller iistlendigini
gostermektedir (5). Normal trofoblast invazyonu ve gogii, plasentanin gelisimi i¢in gok
onemlidir. Bu siireglerin erken asamadan itibaren sekteye ugramasi iskemiye,
uteroplasental akista azalmaya yol acarak plasentanin yapisint ve islevini bozar (5).
Bu noktada, son yillarda implantasyon ve plasenta gelisimi ile iliskilendirilen
kisspeptin (KISS1) dikkatleri cekmektedir.

Plasenta previa (PP) plasenta dokusunun servikal osu tamamen veya kismen kapatmasi
olarak tanimlanan plasentasyon anomalisidir. Prevalans1 diinya capinda degisiklik
gostermekle beraber 1000 dogumda yaklagik 4°tiir (1). Anne ve yenidoganda
morbidite ve mortalite ile iliskilidir. Dogum 6ncesi ciddi kanamalara ve erken doguma
neden olabilmektedir. Postpartum kanama ile peripartum histerektomi iginde major bir
risk faktoriidiir (6). 18-20. gebelik haftasindan sonra vajinal kanama ile bagvuran her
gebe kadinda PP varligi akla gelmelidir (7). Bu hastalarda bimanuel vajinal muayene
anormal yerlesimli plasentada ciddi kanamaya neden olabilir. Bu nedenle bu hastalarin

bimanuel vajinal muayene 6ncesinden plasentanin yerinin belirlenmesi igin ultrason



ile degerlendirilmesi ve prenatal tanis1 gerekmektedir (7). Ayrica yiiksek riskli olmasi
nedeniyle PP hastalarinda normal dogum vyerine sezaryen ile dogum ihtiyaci
bulunmaktadir (8).

PP varligi, plasentasyon invazyon anomalisi olan plasenta akreata spektrumu (PAS)
riskini de artirabilmektedir (9). PAS plasentanin myometriyuma invazyonu igin
kullanilan genel bir terimdir (10). Plasentanin myometriyuma invazyon derecesine
gore plasenta akreata, inkreata veya perkreata tanimlarini igermektedir. Prevalansi
%0,01 ile %1,1 arasinda degisiklik gostermektedir (11). Bilinen en 6nemli risk faktorti,
daha dnceki sezaryen dogum sonrast meydana gelen PP’dir (8). PAS da PP’ye benzer
sekilde 6nemli bir mortalite ve morbidite nedenidir. Dogum sonu kanamaya ve erken

doguma neden olabilmektedir (11).

Kisspeptinler Kiss-1 geni tarafindan transkripte edilen bir 6nciil proteinden tiireyen
néropeptidlerdir. ilk olarak 1996 yilinda insan malign melanoma hiicre kiiltiirlerinde
antimetastatik etkileri nedeniyle metastin adiyla tanimlanmislardir (12). KISS1R
1simli reseptorii araciliiyla hipotalamo-hipofizer aksi etkileyerek puberte ve fertilite
tizerinde etkilerinin oldugu gosterilmistir (13). Son yillarda yapilan g¢alismalarda
Kisspeptin peptidlerinin plasenta gelisiminde de rolii oldugu iddia edilmektedir.
Periferik kisspeptin ekspresyonunun en yiiksek diizeyde oldugu hiicrelerin trofoblastik
hiicreler olmasi da bu iddiay1 desteklemektedir. Gestasyonel trofoblastik hastaliklarda
plasental kisspeptin diizeyinin normal gebeliklere gore artmis oldugu gosterilmistir

(14).

PP; kontrolsiiz sezaryene, kanamaya, histerektomi gereksinimine, yogun bakim tinitesi
ithtiyacina ve anne Oliimiine neden olabilmektedir. PP ve PAS’1n prenatal tanisinin
mortalite ve morbiditeyi azalttig1 gosterilmistir (12). Her iki patolojide de bulunan bu
yiiksek riskli komplikasyonlar nedeniyle PP ve PAS’1n erken donemde saptanmasi ve
Onlenebilmesi i¢in patogenezinde rol oynayan faktorlerin belirlenmesi 6nem arz
etmektedir. Fertilite ve plasenta gelisimi tizerinde etkisi olan kisspeptitlerin plasental
anomali olan PP ve PAS ile iliskisinin olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu hasta

gruplarinda kisspeptin ifadelerinin arastiritlmasi bu hastaliklarin patogenezi ve prenatal



tanilart ile ilgili yeni arastirmalara yol gosterici olacaktir. Bu nedenle PP ve PAS

hastalarinda plasental dokuda kisspeptin diizeylerini arastirmayi amagladik.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Plasenta Previa Tanim

PP viabilite sinirin1 asan fetiisiin plasentasinin gesitli etmenlerin sonucu olarak internal
servikal osu kismen ya da tamamen kapatmasidir ve bir plasentasyon anomalisidir
(14). Previa kelimesi Latincede 6nceki anlamindadir. Plasenta previa ise dogum

kanalinda fetiisten 6nce gelen bir plasentay: ifade etmektedir.
2.2. Epidemiyoloji

PP prevalansi 58 c¢alismanin degerlendirildigi bir meta-analize gore 1000 canli
dogumda yaklasik 4 olmakla beraber 2,8-19,7 arasinda degismektedir (15). PP
prevalansi diinya capinda farklilik géstermektedir. Asya’da 1000 dogumda 12,2 iken,
Avrupa’da 3,6, Kuzey Amerika’da 2,9 ve Afrika’da 2,7°dir (16). Ayrica PP sikliginda
son yillarda artis izlenmektedir. Bu artig 6n planda hizla artan sezaryen oranlari ile
iligkilendirilmistir (15). PP siklig1 gebeligin erken haftalarinda daha yiiksekken ileri
gebelik haftalarinda daha distiktiir. Gebeligin erken haftalarinda plasenta asagi
segmentte tespit edilse bile 20. gebelik haftasindan sonra {ist segmente ¢ekilebilir. Bu
durumu agiklamak i¢in “Plasenta go¢i” terimi kullanilmis ve iki teori ile
aciklanmaktadr. ilk teori gebelik haftas: ilerledikge, alt uterin segmentin gelismesiyle
birlikte plasentanin servikal ostan uzaklastigidir. Ikinci teori ise trofoblastik dokunun
vaskiilarizasyonun daha 1yi oldugu uterus fundusa dogru biiyiiyerek servikal ostan
uzaklagmas1 seklindedir (17). Bu durum sonucunda gebeligin ileri haftalarinda PP

siklig1 azalmaktadir.

2.3. Etiyoloji

PP’nin nedeni tam olarak bilinmemektedir. Bir¢cok faktor suclanmakla beraber
oncelikli olarak endometriyal hasar ile iliskisi oldugu disiiniilmektedir (2).
Plasenta previa gelisimine neden olan bilinen risk faktorleri Tablo 1°de
gosterilmistir. Bu risk faktorlerinden onceki gebeliklerde var olan PP Gykiisii
sonraki gebeliklerde %4-8 oraninda tekrarlama riskini arttirmaktadir (18), (19).
Sezaryen ile dogum o&ykdisiiniin bulunmasi PP gelisimini %47-60 oraninda
arttirmaktadir ve 6nemli bir risk faktoriidiir (18, 19). Sezaryen sayisi arttikga risk

daha da artmaktadir (19), (20). Kiirtaj ve myomektomi 6ykiisii de PP riskini



arttirmaktadir. Gegirilmis uterin operasyonlar sonrasi PP riskindeki artisa

endometriyal skarlasmanin neden oldugu diistiniilmektedir (2).

Cogul gebeliklerde plasenta previa prevalansi, ikiz dogumlarda tekil
dogumlara gore (sirasiyla 1000 dogumda 3,9 ve 2,8) %40 daha yiiksektir (21).
Dikoryonik ikiz gebeliklerin, monokoryonik ikiz gebeliklere veya tekil
gebeliklere gore PP’ye sahip olma olasiligi daha yiiksektir (21). Fetiis cinsiyeti
de PP riski ile iligkilendirilmistir. Erkek cinsiyetli fetiisii olan annelerde daha
yiksek oranlarda PP izlenmektedir. Bu iliskinin nedeni net olarak
aciklanamamakla beraber erkek fetiislerde daha biiyiik plasentalarin izlenmesi
ve alt uterin segmente erkek blastosistinin daha ge¢ implantasyon gostermesi

teorileri 6ne stiriilmektedir (22).

PP riskini artiran diger bir durumda artmis dogum sayis1 ve anne yasidir. Bir
calisgmada PP sikligi nullipar kadinlarda 1000 gebelikte 2 saptanirken,
grandmultipar kadinlarda 1000 gebelikte 22 olarak saptanmis (23). 35 yasindan
bliyiik gebelerde PP riski 4 kat artarken, 40 yasindan biiyiiklerde 9 kat artmistir.

Sigara kullanim1 PP riskini 3 kat arttiran maternal kaynakli dnlenebilir bir risk
faktortidiir (16). Sigaranin karbon monoksit hipoksemisi ile kompansatuvar
plasenta hipertrofisine neden oldugu disiiniilmektedir. Bunun sonucunda
inflamatuvar veya atrofik degisimlere bagli olarak olusan desidual
vaskiilarizasyon  defektlerinin de plasenta previa olusumuna Kkatki
saglayabilmektedir (24). Sigara etyolojisine benzer sekilde yiiksek rakimda
yasamanin da hipoksemiye neden olarak PP riskini artirdigi diisiiniilmektedir.
Maternal kaynakli 6nlenebilir diger bir risk faktorii olan kokain kullanimi da PP
riskini 4 kat arttirmaktadir (25).



Tablo 1. Plasenta previa ile iligkili risk faktorleri (20, (17), (2)

fleri anne yas1

Multiparite

Sezaryen oykiist

Onceki Plasenta previa
Cogul gebelikler

Sigara kullanimi

Kokain kullanimi

Kiirtaj

Yardimci tireme teknikleri
Uterin arter embolizasyonu
Konjenital uterin arter anomalileri
Erkek fetiis

Etnik koken

Yiiksek rakimda yasama

2.4. Siniflama

PP smiflamasinda 6nceden kullanilmakta olan marjinal, parsiyel ve komplet PP

tanimlar1 artik kullanilmamaktadir (26). Ulusal saglik enstitiileri tarafindan



desteklenen Fetal Goriintiilleme Calistayi’nda yeni siniflama Kriterleri 6nerilmistir. Bu
siniflama kriterleri su sekilde dizayn edilmistir:

-Plasenta previa: Internal servikal osun tamamen ya da kismen plasenta ile kapali
olmasi

-Low-Lying Plasenta: Plasentanin uterin alt segmentte, kenarinin internal osa
gelmeyecek ancak internal osa yakinligi da 2 cm’den uzak olmayacak sekilde

yerlesmis olmasi (27).

PP’nin dort derecesi tanimlanmaistir (17):

G1: Alt segment yerlesimli ancak kenari internal servikal osa ulagsmayan plasenta

G2: Alt kenari internal osa ulasmis fakat osu kapatmamis plasenta

G3: Kenar1 osu asimetrik sekilde kapatmis plasenta

G4: Tiim osu simetrik olarak 6rten plasenta

Bagka bir smiflama kriterinde ise PP yukarida bahsedilen siniflama kriterleri temel
alinarak mindr ve major PP olarak siniflandirilmaktadir. Bu siniflandirma da G1 ve

G2 min6r PP grubunda iken G3 ve G4 major PP grubunda yer almaktadir (28).

2.5. Patogenez

Plasenta previa’nin patogenezi net olarak aydinlatilamamustir. Bir hipotezde gegirilmis
uterin cerrahi veya gebelik sonrasinda uterin kavitenin {ist kisimlarinda gelisen skar
dokusundaki anormal damarlanma ve hipoksik alanlarin, trofoblaslatin uterin alt
segmente dogru gociini arttirdigit veya tek yonlii bilyiimesinde trofoblast
implantasyonunu arttirdig belirtilmistir (7). Ancak bu hipotez ilk gebeligi ve uterin
cerrah1 gecirmemis olanlarda gelisen plasenta previa patogenezi agiklayamamaktadir.
Bagka bir hipotezde ise ¢ogul gebelik gibi biiyiik plasental yiizey alanina ihtiyaci olan
gebeliklerde plasentanin servikal os {lizerini kapatma olasiligin arttirdigr belirtilmistir
(19).

2.6. Patofizyoloji

Hastaligin patofizyolojisinde goriilen en 6nemli komplikasyon kanamadir. Servikal

bolgede kademli olarak birtakim degisiklikler meydana gelmektedir. Bu



degisikliklerin ve uterin kontraksiyonlarin sonucunda elastik olmayan alt uterin
segmentte plasental baglanma bdlgesine uygulanan kuvvet artacak ve kismi ayrilma
ile sonuglanacaktir. Vajinal muayene ve koitus mekanik etki ile benzer sekilde
ayrilmaya ve kanamaya neden olabilir. Bu kanama 6n planda intervilloz araliktan
kaynakli maternal kanamadir. Ancak Fetal damarlarda hasar olugsmasi durumunda
fetiis kaynakli kanama da olabilir (29).Vajinal muayene sonrasi kanama olusabilir. Bu
kanama anne kaynakli iken fetal damarlarda hasar olusmasi1 durumunda fetiis kaynakli

kanama da olabilir (30).

2.7. Klink Seyir

Plasenta previanin en yaygin goriilen klinik seyri rutin ultrasonografi esnasinda
semptomsuz rastlanmasidir. 10 ile 20. gebelik haftas1 arasinda prenatal tan1 amaciyla
yapilan ultrasonografik degerlendirmelerin sonucunda gebeliklerin  %1-6’sinda
plasenta previa saptanmaktadir. Bu gebelerin 6nemli bir kismi asemptomatiktir ve
ilerleyen gebelik haftalarinda plasenta previa kanitlar1 kaybolmaktadir (15). Plasenta
previa kanitlarinin ileri gebelik haftalarinda sebat ettigi gebelerin ise sadece %10°u

asemptomatik olarak doguma ulasabilmektedir (31).

Plasenta previa’nin en sik goriilen ve karakteristik klinik semptomu ise 2. trimester
sonlarma dogru olan agrisiz vajinal kanamadir. Kanama {giincii trimesterda da
goriilebilmektedir. Annede sok tablosuna neden olacak kadar yogun kanamalar
olmadig siirece fetiisiin etkilenmesi beklenmemektedir (31). Ikinci trimesterden erken
donemde olan kanamalar ise fetal kayiplara neden olabilmektedir (32), (33). Ayrica
30. gebelik haftasindan 6nce kanama goriilen gebelerlerde daha geg haftalarda kanama
goriilenlere kiyasla kan transfiizyonu gerekliligi, erken dogum riski ve perinatal
mortalite riskide artmaktadir (31). Kanama haftasi haricinde kanamanin sikli§i da
gebeligin seyrini etkilemektedir. Yapilan c¢alismalarda kanama sikligi ile kan
transflizyon ihtiyact ve acil sezaryen ile dogum riskinin korele oldugu gosterilmistir

(34).

Kanama bircok nedene bagli olarak geligebilir. Plasentanin internal servikal os

tizerinde bulunmasi nedeniyle internal servikal os’taki agilma sonrasi plasentanin



baglant1 yerlerinde yirtilma goriilebilmektedir. Alt uterin segmentteki myometrial
liflerde yeterince kasilamadigi i¢in bu bolgede vazokonstriiksiyon saglanamamaktadir.

Hastalar bu sekilde vajinal kanama ile prezente olmaktadir (11).

Plasenta previa hastalarinda gestasyonel haftaya gére kanamanin ne zaman, ne siklikta
ve ne miktarda olacagini tahmin etmek miimkiin degildir. Plasentanin yerlesim yeri
kanama miktarin1 ve zamanim etkilemektedir. Yapilan ¢alismalarda servikal osu
tamamen kapatan plasenta previali gebelerde, plasentanin servikal osa yakin oldugu
plasenta previali gebelere gore daha erken haftalarda ve daha sik kanama oldugu
saptanmigtir (35). Plasental kalinhigin 1 cm’den biiyiik olmasi, plasental ucta
hipoekojen alanlarin varlig: ile servikal uzunlugun 3 cm’den kiigiik olmasi ve bu
uzunlugun giderek kisalmasi1 PP’li gebelerde kanama riskini arttiran diger faktorlerdir
(36), (37).

2.8. Tam

Plasenta previa tamisinda ultrasonografi kullanilmaktadir. ikinci trimester sonunda
kanama ile bagvuran hastalarda plasenta previa mutlaka diisiiniilmelidir. Bu hastalar
daha oncesinde ultrasonografi ile degerlendirilmediyse, masif bir kanamaya yol
acmamak i¢in bimanuel vajinal muayeneden kaginilmali ve gebe en kisa zamanda

ultrasonografi ile degerlendirilmelidir (32).

On altinc1 gebelik haftasindan sonra bakilan ultrasonografide plasenta previa terimi
kullanilabilir Ultrasonografide internal servikal os iizerinde plasentanin goriilmesi ile
plasenta previa tanis1 konulur. Tanida transvajinal ultrasonografinin transabdominal
ultrasonografiye goére daha giivenli ve stiin oldugu gosterilmistir (38). Leerentveld ve
ark. yapmis oldugu bir caligmada plasenta previada transvajinal ultrasonografinin
duyarlilign %87,5 saptanirken Ozgilliigi %98,8 saptanmis (39). Transvajinal
ultrasonografide prob ile serviks arasindaki aci probun servikal kanala kaymasini
engeller ve plasenta previa tanisinda giivenle kullanilabilmektedir. Ayrica
ultrasonografi plasenta previanin siniflamasinda da kullanilmaktadir. Plasentanin

internal servikal os {lizerinde konumuna gore siniflama yapilir.



Gebeligin erken haftalarinda ultrasonografide saptanan plasenta previanin doguma
kadar gerileyebilecegi unutulmamalidir. Dashe ve ark. yapmis oldugu ve
ultrasonografide plasenta previanin saptandigi gebelik haftasi ile dogumda sebat etme
oranlarmin degerlendirildigi caligmada tani haftasi daha erken olan gebeliklerde
dogumda sebat etme oranlarinin daha diisiik oldugu saptanmistir. Tan1 haftalarina gore

sebat oranlari ise su sekildeydi;

-15-19. hafta aras1 tani alanlarin %12’sinde plasenta previa sebat ediyordu.

-20-23. hafta arasi tani alanlarin %34 iinde plasenta previa sebat ediyordu.

-24-27. hafta arasi tan1 alanlarin %49’unde plasenta previa sebat ediyordu.

-28-31. hafta aras1 tan1 alanlarin %62’sinde plasenta previa sebat ediyordu.

-32-35. hafta arasi tani alanlarin %73 linde plasenta previa sebat ediyordu (40).
Plasenta previa tanisinda pelvik MR goriintiileme ultrasonografiden daha degerlidir.
Fakat pelvik MR’ yiiksek maliyet, tetkik ulasim zorlugu ile kullanilmamakta ve

stipheli hastalar ultrasonografi ile degerlendirilmektedir (41).

2.9. Plasenta Previa ile Tliskili Durumlar

2.9.1. Plasenta akreata spektrumu (PAS)

Plasenta akreata plasentanin desidua yerine myometriuma anormal yapismasi sonucu
gelisen plasental invazyon anomalilerinden biridir. Ciddi maternal ve neonatal
morbidite ve mortaliteye neden olabilecek riskli bir patolojidir. Onceki ¢alismalarda
Plasenta previa varliginin Plasenta akreata sikligini etkileyebildigi gosterilmistir.
Plasenta Previa ile komplike uterin cerrahi gecirmemis gebeliklerin %1-5’inde
plasenta akreata goriilmektedir. Gegirilen sezaryen sayisi arttik¢a plasenta akreata riski
de artmaktadir (42). Plasenta previa nedeni ile sezaryen olan 723 vakalik prospektif
bir caligmada, artmis sezaryen ile PAS sikliginin arttigi gosterilmistir (43). Bu
caligmada PAS siklig1 plasenta previali hastalarda sezaryen ile dogumlarin ilkinde %3,
ikincisinde %11, ii¢linciisiinde %40, dordiinciisiinde % 61, bes veya daha fazlasinda
ise % 67 olarak saptanmistir (43). Yapilan baska bir calismada ise PSA siklig1 plasenta
previanin olmadig1 hastalarda sezaryan ile dogumlarin ilkinde % 0,03, ikincisinde

%0,2, ticiinciisiinde %0,1, dordiincii veya besincide % 0,8, altinc1 veya daha fazlasinda
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ise % 4.7 olarak plasenta previa nedeniyle sezaryen yapilan hastalara oranla belirgin
diisiik saptanmustir (44). Sonug olarak plasenta previali hastalarda sezaryen ile birlikte

PAS goriilme oranin belirgin sekilde arttigi goriilmiistiir.

2.9.2. Erken dogum

Plasenta previali gebeliklerde erken dogum sikliginin arttigi onceki caligmalarda
gosterilmistir (30), (45). Bir sistematik derleme ve meta-analiz de erken dogum riski
plasenta previa totalis olgularinda %43,5, plasenta previa marginalis olgularinda
%26,9 olarak bulunmustur (45). Plasenta previasi olan ve olmayan olgularda erken
dogum oranlarinin karsilastirildig1 baska bir ¢alismada ise erken dogum orani plasenta
previali olgularda %46,5 iken plasenta previasi olmayan olgularda %7,3’dii (46).

2.9.3. Intrauterin gelisme geriligi

Plasenta previa ve intrauterin gelisme geriligi (IUGR) ile arasindaki iligki net degildir.
Baz1 ¢alismalarda Plasenta previa’li olgularda IUGR riskinin artti§1 gosterilmisken
baz1 calismalarda bu iliski gosterilememistir (10), (46). Rosenberg ve ark. yapmis
oldugu bir ¢calismada IUGR siklig1 Plasenta previali gebelerde %3,6 iken Plasenta
Previasi olmayan gebelerde %2,1’idi ve bu fark istatiksel agidan anlamli bulunmustu
(10). Crane ve ark. yapmis oldugu baska bir ¢alismada ise iki grup arasinda anlamli
fark bulunmamistir (46). Sonug olarak plasenta previa ile [UGR arasindaki iliski

tartismalidir ve ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.9.4. Malprezentasyon

Plasenta previa olgularinda alt uterin segmente yerlesen biiylik hacimle plasenta non-

sefalin prezentasyona neden olabilmektedir (47).

2.9.5. Konjenital anomaliler
Plasenta previa spesifik olarak herhangi bir konjenital anomali ile
iliskilendirilmemistir fakat plasenta previa olgularinda eslik konjenital anomali

varhiginda artis oldugu gosterilmistir (46).
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2.9.6. Amniyotik stvi embolisi

Plasenta previa ile amniyotik sivi embolisi arasinda giiglii bir iliski oldugu 6nceki
calismalarda gosterilmistir. Abenhaim ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada
plasenta previa verliginin amniyotik sivi embolisi riskini 30 kat arttirdigi bildirilmistir
(48).

2.9.7. Umblikal kord anomalileri

Vaskiiler anomalilerin goriilme ihtimali diisiik olmakla beraber varliginda Plasenta
previa ile iligkili olabilirler. Vasa previa ve velament6z umblikal kord insersiyonunun
varlig1 plasenta previa ile iliskilendirilmistir. Plasenta previa varliginin vasa previa
riskini 22.8 kat attirdig1 gosterilmistir (49, 50). Ebbing ve arkadaslarida yapmis
olduklar1 bir ¢calismada plasenta previa varliginin diger bir umblikal kord anomalisi

olan marjinal kord insersiyonu riskini 1,2 arttirdigi gostermistir (3).

2.9.7. Yonetim

Plasenta previa olgularmin yo6netimi hastalarin ~ klinik  6zelliklerine  gore
bireysellestirilmelidir. Bu hastalarin rutin takipleri sirasinda dogum zamanlamasinin
planlanmasinin yapilmasi ve dogum 6ncesi plasenta previa yonetiminde deneyimli bir
ekip organize edilmelidir. Ayrica hastalar plasenta previa hakkinda bilgilendirmeli ve
agr1, kanama gibi acil miidahale gerektirebilecek durumlarda hastaneye bagvurmalari
gerektigi anlatilmalidir. Tedavi karart hastalarmn  klinik  6zelliklerine  gore

verilmektedir. Hastalar klinik 6zelliklerine g6z oniine alinarak 3 gruba ayrilabilir (51).

o Asemptomatik olan hastalar
o Aktif kanamasi olan hastalar

o Kanama atag: sonrasi stabil olan hastalar

2.9.7.1. Asemptomatik plasenta previada yonetim

Asemptomatik plasenta previa olgularinin yonetiminin amaglari arasinda ilerleyen
gebelik haftalarinda plasenta previa halinin devam edip etmediginin belirlenmesi,

kanama ve erken dogum riskinin azaltilmasi yer almaktadir. Plasenta previanin
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devamliliginin degerlendirilmesi i¢in hastalarin takiplerinde 28. haftadan sonra aylik
kontroller ile plasentanin servikal os ile iligkisi ultrasonografi ile degerlendirilmelidir.
Bu takipler sirasinda plasental kenarin internal servikal osa uzakligi 2 cm’nin tizerinde
saptanirsa plasenta yerlesimi normal olarak kabul edilir. 36. haftadaki ultrasonografi
kontroliinde plasental kenar internal servikal osun iizerinde ise sezaryen ile dogum
planlanmalidir. Bu goriintiilemede plasental kenar internal servikal osa 2 cm’den daha
yakin fakat servikal os iizerinde degilse hasta normal dogum hakkinda kanama riski
gibi olasi riskler agisindan bilgilendirilmelidir. Dogum sekline hasta ile birlikte karar
verilmelidir. Bu takipler sirasinda hasta vasa previa acisindan da renkli doppler
ultrasonografi ile degerlendirilmelidir. Plasental kenarin internal servikal osa olan
mesafesi azaldik¢a ve vasa previa varliginda kanama riskinin artacagi géz oniinde

bulundurularak uygun dogum sekline karar verilmelidir (52).

Asemptomatik plasenta previali olgularda kanama riskini azaltmak amaciyla vajinal
tuseden kacginilmali ve koitus yasaklanmalidir. Ayrica kesin olarak kanitlanmis olmasa
da fiziksel aktiviteden, uzun siirekte ayakta kalmaktan ve agir kaldirmaktan
kagiilmalidir (51).

Plasenta previa olgularinda IUGR sikliginda artis oldugu oOnceki g¢aligmalarda
gosterilmis (53). Bu hastalarin takipleri sirasinda fetal gelisme geriliginin ultrason ile
seri takiplerini destekleyen caligmalar bulunmamaktadir fakat bu hastalarda artan

IUGR riski plasenta degerlendirilirken her zaman akilda tutulmalidir.

Asemptomatik Plasenta previa hastalarinin izlemlerinin ayaktan veya yatarak
yapilmasi tartismalidir. Love ark. yapmis oldugu 15930 hastanin incelendigi bir
derlemede dogum oncesi bulgularla sonuglarin tespit edilemeyecegi, kanama haline
bakilmasizin hastalarin ¢ogunlugunun evden takip edilebilecegi bildirilmistir (54).
Benzer sekilde baska bir calismada da hastalarin takip seklinin maternal ve fetal
mortalite oranlarini etkilemedigi gosterilmistir (31). Lam ve ark. ise yaptiklar1 bir

caligmada antepartum kanamasi olan hastalarda hospitalizasyon 6nermektedir (53).
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2.9.7.2. Semptomatik plasenta previada yonetim

Plasenta previa olgularinda vajinal kanama en sik goriilen semptomdur ve obstetrik
acillerden birisidir. Kanama ile basvuran olgularda ilk olarak hemodinami
degerlendirilmelidir. Hemodinamisi bozuk olan hastalarda hipovolemik sok tablosu
distiniilmeli ve hizli bir sekilde miidahaleye baslanilmalidir. Hemodinamik
stabilizasyonu saglanmak igin her iki koldan damar yolu agilarak kristaloid sivi
inflizyonu baslanmali ve mesane sonda takilarak saatlik idrar ¢ikisi takip edilmelidir.
Kan transfiizyonu ihtiyacinin degerlendirilmesi ve gereklilik halinde kan
transflizyonunun yapilabilmesi i¢in tam kan saymmi ve kan grubu bakilmalidir.
Hemoglobin diizeyi 10 gr/dI’nin altina indiyse veya kan kaybi kan voliimiiniin
%30’ununda fazlaysa kan transfiizyonu Onerilmektedir. Hastanin vital bulgular1 ve
idrar ¢ikist gibi hemodinamik gostergeleri de kan transfiizyon ihtiyacinin
degerlendirmesinde  kullanilan diger parametrelerdir (51). Acil operasyon
planlanmiyorsa, hasta stabil olana ve hemoglobin diizeyi 10 gr/dI’nin {izerine ¢ikana
kadar kan transfiizyonuna devam edilebilir. Bununla birlikte eger dogum planlaniyorsa
8 gr/dl iizerinde hemoglobin diizeyi yeterli olacaktir (15). Traneksamik asit plasentay1
serbestge gecebildigi icin dogum oOncesi uygulanmaz fakat kalitsal kanama
bozuklugunun varlig1 halinde antepartum ve intrapartum kanamanin tedavisi i¢in

onerilmektedir (15). Tokolitik ajanlarin kullanilmas1 da bu hastalarda kontraendikedir.

Plasenta dekolmani siiphesi varsa veya masif kan transfiizyonu yapilmigsa olasi
dissemine intravaskiiler koagiilopati agisindan fibrinojen, protrombin zamani ve aktive
parsiyel tromboplastin zamani ¢alisilmalidir. Gereklilik halinde kriyopresipitat ve taze

donmus plazma tedaviye eklenmelidir.

Kanamanin yonetimi sirasinda non-stress test (NST) ile fetiis takibi de yapilmalidir.
NST’de fetal tasikardi, reaktivite kayb1 gibi fetal hipoksi ve anemi diislindiirecek

modeller izlendiginde hasta dogum agisindan degerlendirilmelidir (40).
Kanama ile basvuran plasenta previali bircok hastada destekleyici tedavi ile

semptomlar gerilemektedir ve hemen dogum gerektirmez (17). Diger taraftan hastanin

yapilan miidahalelere ragmen hemodinamik stabilizasyonu saglanamadiysa, dogum
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eylemi basladiysa veya hemodinamik stabilizasyonu saglamak i¢in siirenin yeterli
olmamas1 halinde dogum planlanmalidir. Dogum sezaryen ile gerceklestirilmelidir.
Hasta hemodinamik agidan stabil degilse ya da fetal durumda bozukluk varsa genel
anestezi tercih edilmelidir. Hasta ve fetal durum stabilse rejyonel anestezi tercih
edilebilir (51). Dogum karar1 verildikten sonra izlenecek yol vakaya gore
bireysellestirilmelidir. 34. gebelik haftasi sonrasinda kanamasi olan ve dogum karari
verilen plasenta previali gebelerde Kkortikosteroid tedavisi i¢in dogum
ertelenmemelidir (55). Yine bu hastalarda 34. gebelik haftasindan 6nce dogum karar1
verildiyse ve 24 saat icinde dogum planlaniyorsa noroprotektif etki agisindan

magnezyum siilfat tedavisi dogumu geciktirmemek sartiyla verilebilir.

2.9.7.3. Kanama atagi sonrasinda konservatif yonetim

Plasenta previali hastalarin biiylik bir kisminda kanama atagi destekleyici tedaviyle
gerilemektedir (55). Kanama ile bagvuran hastalarin en az %50’si 4 hafta iginde dogum
yapmamustir (55). Ozellikle 34 haftadan kiigiik gebeliklerde kanama kontrolii ile
birlikte anne ve fetiis stabil hale getirildiyse, fetiisiin gelisimini tamamlamas1 amaciyla
hasta doguma alinmadan takip edilebilir. Kanamas: tekrar etmeyen veya minimum
kanamasi olan plasenta previali hastalarin 36+0 ile 37+6 haftalar1 arasinda planh

olarak sezaryen ile dogum gerceklestirilmelidir (28).

Kanama atagi sirasinda gelisen problemlerden biri de anemidir. Aneminin diizeltilmesi
amaciyla oral veya parenteral demir replasmani baglanabilir. Bu hastalarda gis yan
etkilerinin olmamasi1 ve hemoglobin diizeylerinde daha hizli yiikselme saglamasi

nedeniyle parenteral demir tedavisi tercih edilebilir (28).

Kanama sonrasi ortaya ¢ikabilen diger bir problemde RhD alloimmunizasyonudur.
Fetomaternal plasental arayiiziin bozulmasi fetomaternal kanamaya ve RhD
alloimmunizasyonuna neden olabilir. Kilavuzlar bu durumun 6nlenmesi amaciyla
plasenta previa kanamasi olan Rh (-) hastalara anti-D immunglobulin verilmesini
onermektedir (28). Anti-D immunglobulin uygulamasi sonrasi ilk 3 hafta iginde
kanamanin tekrar etmesi halinde uygulama tekrar gerekmez. Sonraki donemlerde

kanamanin tekrar etmesi halinde anti-D antikor titresi kontrol edilebilir. Anti-D antikor
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titresi diisiik saptanirsa, alloimmunizasyona karst devam eden bir koruma saglamak

igin anti-D immunglobulin tekrar uygulanabilir (28).

2.10. Kisspeptinler

KISSI1 ilk olarak metastin olarak isimlendirilmistir. Bunun nedeni, melanoma hiicre
hatlarinda kisspeptinin metastas baskilayici etki gostermis olmasidir (13) (56). KISS1
ve bu proteinin reseptorii olan KISS1R'nin insan plasentasinda ifade edildigini ve non-
invazif donem plasentaya (39-41. haftalar) kiyasla yiiksek diizeyde invazif gelisim
gosteren erken donem (7-9. haftalar) plasentasinda bu genlerin ekspresyonlarinin ¢ok
daha yiiksek oldugu QRT-PCR yontemi ile dogrulamistir. Bu bulgu, saglikl
gebeliklerde KISS1 ve KISS1R'nin trofoblast hiicrelerinin invazif ve go¢ edici
Ozelliklerini inhibe ettigi ve dolayisiyla plasenta bazli kisspeptin sinyalizasyon
sisteminin insan plasentasinin diizenlenmesinde 6nemli bir rolii oldugunu ortaya
cikarmistir. Bu durum, KISS1'in metastaz baskilayict 6zelligi ile uyumlu bir etkidir.
KISS1 ve KISS1R'nin gebeligin erken doneminde normalin ¢ok yiiksek seviyelerinde
eksprese edildigi gozlemlenirken, gebeligin sonuna dogru kademeli olarak azaldigi
tespit edilmistir (56). Preeklempsi hastalarinda KISS1 ve KISS1R ifade diizeylerinin
hem protein hem de gen diizeyinde incelendigi bir galismada, KISS1 ifadesinin
preeklempsi hastalarinda belirgin bir sekilde diisiik oldugu gozlenmistir. Ilging bir
sekilde KISS1R'nin ise preeklempsi hastalarinda daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu
durum, KISS1R'nin preeklempsili hastalarda trofoblast invazyonunun ve
anjiyogenezin inhibisyonunda rol alabilecegi yoniinde degerlendirilmistir (4).
Farelerde endometriyal dokularda yapilan bir arastirmada, Kisspeptin gebeligin
dordiincii giiniinde uterustaki p38 ve ERK1/2'nin fosforilasyonunu tetikleyebilecegi
gosterilmistir  (57). Bu durum KISS1'in farelerde endometriyumun islevini
etkileyebilecegini diisiindiirmiistiir. Bagka bir ¢alismada ise, ovaryumlar1 alinmis fare
endometriyumunda stromal hiicre desidualizasyonunun ilerlemesi ile kademeli olarak
Kissl ve Kisslr mRNA ekspresyonunun arttigi gosterilmistir (58). Ayrica, Kissl
ekspresyonu siRNA'lar  tarafindan  zayiflatildiginda, stromal hiicre
desidualizasyonunun ilerlemesinin 6nemli olgiide azaldigir gosterilmistir (58). Bu
caligmalara ek olarak, KISS1 uygulamasinin muhtemelen ERK1/2 ve protein kinaz C

yoluyla MMP aktivitesinin azaltilmasiyla, kollajen-blastosist etkilesiminin artmig
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olabilecegi One siiriilmiistiir (58). Bu ¢aligmalar, KISS1'in embriyo implantasyon
siirecini kolaylastirmak i¢in hem blastosist hem de endometriyumda etki gosterdigini

ortaya koymustur.

Kisspeptinin trofoblastlar tarafindan iretildigi bilinmektedir. Trofoblastlarin
invazyona baslamasiyla birlikte (59), peri-implantasyon periyodundaki plazma
kisspeptin konsantrasyonlari, gebeligin sonucu ile iliskili erken gelisimsel olaylari
yansitabilir. Sinsitiyotrofoblastin uterin spiral arterlere invazyonu, gelismekte olan
plasenta ve fetiis i¢cin en 6nemli anlardan biridir. Yeterli diizeyde invazyon, biiyliyen
fetiis igin uygun bir kan akisi, besin ve oksijen kaynagi saglar, ancak olasi bir
diizensizlik gebelik komplikasyonlarina neden olabilir (60). Insanlarda, KISS1 plazma
konsantrasyonu, hamilelik siiresince belirgin bir sekilde artig gosterir. ilk trimesterde
900 Kat, tigtincti trimesterde hamile olmayan kadinlara kiyasla 7000 katin iizerine ¢ikar
(60). Gebelik siiresince trofoblast hiicre sayisindaki artisin, plazma KISS1
diizeylerindeki belirgin artisin sorumlusu olmasi muhtemeldir. KISS1’in plasenta
gelisimi ile bu kadar yakindan iliskili olmasi, plasenta gelisimi ile iliskili olasi
problemlerde de etkin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir. Literatiirde plasenta
gelisimi ve 6zellikle preeklempsi ile iligkili bircok ¢alismanin yiiriitiildigii ve plasenta
gelisimi ile ilgili 6nem arz eden sonuglarin alindig1 goriilmektedir. Fakat, plasenta

previa ile iliskilendirilebilecek bir bulguya heniiz bilgimiz dahilinde rastlanmamustir.

Kiss-1 geni 145 peptit yapili amino asitten olusur ve insan kromozomunda 1q32
tizerinde bulunur (66). Kiss-1 proteininden 4 ayr kispettin olusur bunlar; kisspeptin-
54, Kisspeptin-14, kisspeptin-13 ve kisspeptin-10 (23). Kisspeptinler arasinda
fizyolojik etkisi en giiclii olan ve dogal olarak meydana gelen kisspeptin pargasinin
Kisspeptin-10 oldugu varsayilmaktadir (68, 71). En ¢ok bulunan tipi ise kisspeptin-
54’tiir (67). Kisspeptin noronlarinin hipotalamusta dagilim gostren bolgeleri arkuat
nucleus (ARC)’de kaudal bir alan ve preoptik alan (POA)’da rostral bir kisimdir.
Preoptik alanda ki rostral kismin karsiligi kemirgenlerde anteroventral periventrikiiler
niikleus (AVPV)’dedir. Insanlarda ve koyunlarda ARC’de AVPV’ye oranla daha fazla
Kispeptin néronlart bulunur (73, 74).
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3. HASTALAR VE YONTEM

Bu arastirma, Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
degerlendirilmis olup, kurulun 12/11/2021 tarih ve OMU KAEK 2021/481 nolu karari
ile aragtirmanin yiiriitilmesinin uygun olacagina karar verilmis ve hastalara verilecek
olan onam formlari hazirlanmigtir. Arastirma igin 6rnekler toplanmadan 6nce hastalara
aragtirmanin amaci tam olarak agiklanmig, hastalardan veya hasta yakinlarindan
bilgilendirilmis yazili riza alinmistir. PP tanis1 olan hastalar ve PP tanisi olmayan gebe
kadmlar calismaya dahil edilmistir. Arastirma, Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir.

3.1. Olgularin Calismaya Dahil Edilmesi, Rutin Takip Protokollerinin
Gergeklestirilmesi

Calismanin planlanmasinda gii¢ analizi gergeklestirilmis olup, 40 goniillii kadin
hastanin calismaya katilimasinin yeterli oldugu goriilmiistiir. Projenin yiiriitiilmesi
sliresince hastalar ¢alismaya katilir katilmaz, deneysel islemler her hasta igin ayr1 ayri
baslatildi.

Temmuz 2021-Kasim 2021 yillar1 arasinda Ondokuz Mayis Universitesi, T1p Fakiiltesi
Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Béliimiine plesanta previa nedeniyle basvuran
veya plasenta previa tanis1 konan ve dahil edilme kriterlerine uyan tiim gebe kadinlar
deney grubu olarak ¢aligmaya dahil edilecektir. Kontrol grubuna ise, herhangi bir
plasental anomali goézlenmeyen ve saglikli dogum gergeklestiren gebeler dahil
edilecektir.

Calismada goz onitinde bulundurulacak olan dahil etme kriterleri sunlardir;

e Klinik muayenede plasenta previa saptanmast

¢ 18-45 yas arasinda olmak
Dahil etmeme Kriterleri ise;

e Ek hastalik bulunmasi

e Cogul gebelik varligi

e Fetal anomalinin varligi

e Preeklampsi varligi
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Calismaya dahil edilen olgularin klinik muayeneleri gerceklestirildi. Bu kapsamda,
OMU Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim dalma agrisiz vajinal
kanama sikayeti ile basvuran kadin hastalarda, rutin klinik muayeneler kapsaminda
transabdomen ve transvaginal ultrasonografi gergeklestirildi. Klinik muayene i¢in el
ile tuse yaklasimi sergilenmedi. Olasi bir kanama ihtimaline karsi klinik muayene
dikkatle gergeklestiridi. Olast bir plasenta previa gelisimi siiphesi olursa, manyetik
rezonans goriintileme (MRI) yontemi ile servikste plesanta yerlesimi konfirme
edilerek hastalik tanisi kesinlestirildi. Plasenta previa tanisi alan hastalarin 3 hafta
arayla klinik takibi gergeklestirildi. Plasenta previa tanist konmasini takiben rutin
kontrollerde olgulardan lityum heparinli ve EDTA’l1 tiiplere 1 cc kan alma islemi
gerceklestirildi.

3.2. Olgulara Ait Plazma ve Plasenta Orneklerinin Toplanmasi ve Saklanmasi

Klinik takibe alinan tiim hastalardan kan 6rnekleri toplanildi. Biyokimyasal analizlerin
gerceklestirilmesi  i¢in lityum heparinli tiiplere 1 cc, genetik analizlerin
gerceklestirilmesi i¢in EDTA’l1 tiiplere 1 cc kan alindi. Kan alma islemini takiben kan
tiipleri buz akiilerine sarilacak ve vakit kaybetmeden sogutmali santrifiijde 500 g’de 5
dakika santrifiije edildi. Kirmiz1 kan hiicrelerinin ¢ékelmesini takiben plazmalar ayri
ayr1 eppendorf tiiplere kodlanarak aktarndi. Biyokimyasal ve genetik analizler i¢in

izole edilen plazmalar ¢alisma giiniine kadar -80°C’lik derin dondurucuda sakland.

Gebelerin 3’er hafta arayla rutin muayeneye gelmeleri istendi. Bu kapsamda, ikinci
trimesterde plasenta previa tanis1 konan hastalardan gebeligin sonlanmasina kadar 3’er
hafta arayla kan ornekleri alindi ve yukari agiklandigi sekilde uygun kosullarda
saklamak {izere isleme tabi tutuldu. Calismaya katilan gebelerin dogumu
gerceklestirmesi sonrasi, plasenta dokusu ¢ikartildi. Cikartilan plasentadan gobek bagi
cikisinda, plasenta yiizeyine paralele olacak sekilde 4 yonde ve gobek bagina esit
uzaklikta olmak iizere sistematik rastgele drnekleme ile tiim kalinlik boyunca doku
pargalar1 alindi. Alinan parcalarin bir kismi1 genetik analizler i¢in serum fizyolojik
igerisine alinarak calisma giiniine kadar -80°C’lik derin dondurucuda saklandi. Diger

bir kismui ise histolojik analizler i¢in %4’liik formaldehit bulunan kaplara transfer
edildi.
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3.3. Plazmada KISS1 Diizeyinin ELISA Yéntemi ile Olciilmesi

Plazma orneklerinde biyokimyasal olarak KISS1 analizi, ticari kit yardimiyla
competitive-ELISA yontemi kullanilarak gergeklestirildi. Ticari kit yardimiyla insan
plazma 100 pl 6rnek hacmi ile 62,5-4000 pg/ml araliginda KISS1 protein miktarinin
konsantrasyonunun o6lgiilmesi saglanildi. Konsantrasyon ile dogru orantili olarak renk
reaksiyonu prensibine gore 450 nm'de spektrofotometrik dl¢iim gergeklestirildi. Pilot
calisma ile plazma Orneklerinin diliiasyon oranlar1 tespit edildi ve daha sonra tiim

ornekler teste tabi tutuldu.

3.4. Reaktiflerin Hazirlanmasi

Tim reaktifler, ¢calismaya baslamadan oda sicakligina (18-25°C) getirildi. 750 mL
Yikama Tampon soliisyonu hazirlamak i¢in, 30 mL Konsantre Yikama Tampon
sollisyonu 720 mL distile su ile karistirildi. Standart ¢alisma soliisyonu hazirlamak
i¢in, standart 10.000xg'de 1 dakika santrifiijlendi. 1.0 mL Referans Standardi ve Ornek
Seyreltici eklenerek, 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Bu sulandirma, 4000
pg/mL'lik bir ¢calisma soliisyonu hazirlamak icin yapildi. Ardindan 6rnekler, 4000,
2000, 1000, 500, 250, 125, 62.50, 0 pg/mL olacak sekilde seyretildi (Sekil 1).

Biyotinlenmig Saptama Ab c¢alisma sollisyonu hazirlamak i¢in, Konsantre
Biyotinlenmis Saptama Ab soliisyonu 800xg'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi.
Ardindan 100x Konsantre Biyotinlenmis Saptama Ab soliisyonu, Biyotinlenmis
Saptama Ab Seyreltici soliisyonu ile 1x g¢alisma soliisyonuna seyreltildi. Konsantre
HRP Konjugat calisma soliisyonu hazirlamak i¢in, Konsantre HRP Konjugatini
800xg'de 1 dakika boyunca santrifiijlendi. Ardindan 100x Konsantre HRP

Konjugatini, HRP Konjugat Seyreltici ile 1x ¢alisma soliisyonuna seyreltildi.

21



500uL 50011 500uL 50041 50011 500uL

= Ve e W W Wi |

Referans
Soliisyonu

E 3

—

E =
\ i i
2000 1000 500 250

125 62.50 0

Sekil 1. Referans soliisyonlarinin hazirlanmasi
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.'.: Analyte Biotin
“
..\ /
1. Kuyucuklara 50 pL. hacminde standart
ve ornekler eklenir. Bivotinlenmis Tespit
¢alisma soliisyonu eklenir ve  37°C'de 30

900086 dakika inkiibe edilir.
o °
’ o 2. Kuyucuklar bosaltilir ve 2 defa yikamir.
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80200
Streptavidin
HRP @

/‘ 3. 100 pL. HRP konjugat ¢alisma soliisyonu
eklenir ve  37°C'de 30 dakika inkiibe
edilir. Ardindan § defa yikama

20800 gergeklestirilir.
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( o 4. 90 pL Substrate Reaktifi eklenir ve
37°C'de 15 dakika inkiibe edilir.
(IXXX]
& Stop solution
\
. 5. 50 pL. Durdurma soliisyonu eklenir.
sceee
; 6. 450 nm'de mikroplakada okutulur.
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Sekil 2. ELISA protkoliiniin gosterimi
Seyreltilmis standart, blank ve numuneler igin kuyucuklar tespit edildi. Uygun
kuyucuklara standart, blank ve numune duplike olacak sekilde 50 pL. hacminde

eklendi. Ardindan, her kuyucuga hemen 50 pL Biyotinlenmis Saptama Ab ¢alisma
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soliisyonu eklendi. Ornekler, 37°C'de 45 dakika inkiibe edildi. Biitiin kuyuculardaki
cozeltiler bosaltildi ve her kuyucuga 350 pulL yikama tamponu eklendi. 1 dakika
beklendi ve kuyucuklardan yikama soliisyonu bosaltildi. Plate temiz emici kagida
hafifce ters cevirilerek iyice bosaltildi. Bu yikama adimini ii¢ kez tekrarlandi.
Ardindan her kuyucuga 100 pL HRP Konjugat ¢alisma soliisyonu eklendi. Plate,
37°C'de 30 dakika inkiibe edildi ve yikama islemi bes kere tekrar edildi (Sekil 2).
Ardindan, her kuyucuga 90 pL Substrate Reaktifi eklendi ve 37°C'de 15 dakika siireyle
inkiibe edildi (Sekil 3). Son olarak her kuyucuga 50 uL. Durdurma Soliisyonu eklendi
(Sekil 4). 450 nm'ye ayarlanmis bir mikro plaka okuyucu ile her bir kuyunun optik
yogunlugunu (OD degeri) tespit edildi.

B R

Sekil 3. Substrat reaktifi eklendikten sonra kuyucuklarda konsantrasyona gore renk

degisimi gézlenmesinin gosterimi
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Sekil 4. Durdurma soliisyonu eklendikten sonra kuyucuklardaki renk degisiminin

gosterimi
3.5. Plazma ve Plasenta Orneklerinden Total RNA izolasyonu, cDna Eldesi ve

gRT-PCR Analizi

3.5.1. Total RNA izolasyonu ve konsantrasyon tayini

Rutin araliklarla tiim olgulardan alinan plazma ve plasenta o6rneklerinden total RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Bu kapsamda, tiim plazma 6rnekleri 1000 g’de 5 dakika
santrifiije edildi. -80°C’de saklanan plasenta ornekleri ise sivi azot ile porselen
sahanda doviilerek fiziksel parcalama gerceklestirildi.

Elde edilen ozitler TRIZOL ile muamele edilerek total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bu kapsamda izlenecek protokol asagidaki gibidir.

e 2000 ul hacmindeki 6rnek oziitii i¢in bes kat hacim diizeyinde TRIZOL
eklendi

e 1dk. boyunca en yiiksek devirde vorteks yapildi

e 20 dk. oda 1sisinda bekletildi (2-3 dk.’da bir vorteks yapildi)
e Ardindan kloroform eklendi

e 1dk. Boyunca en yiiksek devirde vorteks yapildi

e 3dk. oda sisinda faz olusmasi
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e 10.000 g’de 10 dk. +4°C’de santrifiij yapild1
e 3 faz olusacak (renkli, krem rengi ve seffaf). En tstteki seffaf faz yeni bir
tiipe aktarndi. (Yaklasik 300 pl)

e Yeni tiipe 2-propanol alkol eklendi

e 10 dk. oda 1sisinda bekletildi

e 10.000 g’de 10 dk. +4°C’de santrifiij yapildi. Siipernatan atildi

e (Cokelti, %75’lik etanol ile ¢ozdiirtilerek elle karistirildi

e 10.000 g’de 5 dk. +4°C’de santrifiij yapildi. Slipernatan atildi.

e Alkoliin uzaklasmasi i¢in 15 dk. oda 1s1sinda bekletildi.

e 200 pl steril dH20 eklenerek ¢okelti ¢ozdiiriildii
Total RNA konsantrasyonu, spektrofotometrik yontem kullanilarak nanodrop 2000
(Thermo Scientific) ile tespit edildi. Diisiik diizeyde konsantrasyon gosteren ve Kirlilik
diizeyi yiiksek olan numuneler yeniden calisildi. Izolasyonu tamamlanan total
RNA’lar uygun oranlarda seyreltildi ve ¢aligmanin yapilacag: giine kadar -80°C’de

muhafaza edildi.

3.5.2. cDNA eldesi

Tim oOrneklere ait izolasyon islemleri tamamlanindi, mRNA’dan tamamlayici
(complimentary) DNA zincirinin sentezi gergeklestiridi. Bu noktada ticari olarak satisi
sunulan ticari kitler kullanildi. Ik olarak muhtemel genomik DNA parcalarinin
uzaklastirilmasi gergeklestirildi. Ardindan, reaksiyon tiipiiniin icersinic dNTP’ler,
reaksion tampon bilesenleri ve reverse transkriptaz enzimi eklendi. Konvansiyonel
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) cihazi yardimi ile kitin onerdigi protokol
cercevesinde CDNA sentezi gergeklestirildi ve yiiksek sicaklikta mRNA’lar

degredasyonu saglandi.

3.5.3. gRT-PCR analizi

NCBI primer BLAST programi kullanilarak GAPDH, KISS1 ve KISS1R genlerine ait
primerlerin dizayni1 gergeklestirildi. GAPDH (housekeeping gen) i¢ kontrol geni olarak

kullanildi. Primerlere ait baz dizisi ve diger bilgiler Tablo 2’de paylasiimaktadir.

Tablo 2. Calisma kapsaminda kullanilacak olan primerlere ait genel bilgiler
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Hedef GenBank Tm

Yon Primer dizilimi (5°-3°) Aplikon
gen kodu ©O)

KISS1 NM_002256.4 F CCACCTCTGGACATTCACC 61

R GCTGCCAAGAAACCAGTGAG 59 148
KISS1R NM_032551.5 F CCCCTCTCTCTGAGCGGACC 63

R CACAACGAAACTGCACCGAAC 60 103
GAPDH NM _002046.7 F TCGGAGTCAACGGATTTGGT S7

R TTCCCGTTCTCAGCCTTGAC 59 1oL

Calisma baslangicinda optizimasyon amaciyla pilot calisma yapildi. Primerlerin
etkinligini kontrol etmek amaciyla her primer gifti icin PCR Master Mix (2X) (K0171,
Thermo Scientific™, Almanya) ile PCR yapilarak bantlar agaroz jel lizerinde kontrol
edildi (Tablo 3, 4). Calismamizda, KITAM, OMU biinyesinde bulunan Bio-Rad qRT-
PCR cihazi kullanildu.

Tablo 3. PCR hazirlik protokolii

Reaksiyon Hacim
PCR karigimi (2X) 20 ul
Ileri primer 2 ul
Geri primer 2 ul
cDNA 6 ul
RNaz/DNaz’s1z su 20 pl
Toplam hacim 50 pl

Ornek yogunlugunun ve primer baglanma sicakliklarmin tespiti ardindan, optimize
edilmis protokol takip edilerek reaksiyonlar buz iizerinde hazirland1 (Tablo 5, 6).
Gen ifade analizinde kullandigimiz kiyaslama yodnteminde, reaksiyon

baslangicindaki 6rnek miktarinin her olgu i¢in standardize edilmesi 6nem gosterildi.

Tablo 4. PCR dongii kosullart
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Uygulamalar Zaman Sicakhik Dongii

Enzim aktive edilisi 15 dak. 95°C 1
Ayristirma 60 sn. 96°C
Primer eklenmesi 60 sn. Tm 40
Dizi uzamasi 90 sn. 74°C
Erime siireci 10 dk. 74°C 1

Tablo 5. gqRT-PCR reaksiyon hazirlanmasi

Reaksiyon bilesenleri Hacim
SYBR Green PCR Karigimi 20 pul
Ileri primer 3ul
Geri primer 3ul
cDNA 4l
RNaz’s1z su 20 pl
Toplam hacim 50 pl

Tablo 6. gqRT-PCR dongii kosullart

Uygulamalar Zaman Sicakhk  Dongii
Enzim aktive edilmesi 25 dak. 95°C

Ayristirma 30 sn. 96°C

Primer eklenmesi 60 sn. 65°C 40
Dizi uzamasi 90 sn. 72°C

Erime siireci Her derecede 25 6l¢iim 70-95°C

gRT-PCR reaksiyonu gergeklestirildikten sonra, genlere ait Ct degerleri tespit edildi.
Eksponensiyel fazda, PCR sonucu ortaya ¢ikan {iriiniin anlaml1 artisinin gézlendigi
ilk dongii goriintiilenir. Bu goriintiide tespit edilen seviye, genel olarak baslangic
ornegindeki gen ifade diizeyi ile dogru orantilidir. Eksponensiyel fazda tespit edilen
Ct degerleri alinarak, istatiksel analiz i¢in kayit edildi. GAPDH genine ait Ct
degerleri kontrol geni oldugu i¢in referans Ct degeri olarak alindi ve gen ifade
diizeylerinin normalizasyonunda kullanildi. Gen ifade diizeylerinin normalizasyonu

delta-delta Ct metodu (224" uygulanarak yapildi.
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3.6. Plasenta Orneklerinin Rutin Histolojik Takibi, Dokularin Parafine

Gomiilmesi ve Uygun Kalinlik ve Aralikta Kesit Alimi

3.6.1. Dokularin fikse edilmesi

Gebenin dogumu esnasinda cerrahi islem ile diseke edilen plasenta dokusu, biitiin
olarak %4'liik formaldehit soliisyonu bulunan biiyiik bir kaba aktarilarak dokunun
fikse olmas1 saglandi. Fiksasyonun baslica amaglari, otolizin ve bakteriyal hasarin
onlenmesi, doku ve organlarin sekil ve hacim agisindan canlidaki yapisinin korunmast,
dokunun boyama islemlerine elverisli hale getirilmesidir. Fiksasyon islemini takiben,
dokunun goébek bagi ¢ikis noktast merkezi alinarak 2 cm mesafeyle yiizeyin 4 farklh
yoniinde, fetal yiizden desiduaya dogru yaklasik 3 cm. kalinliginda doku parcalar
diseke edildi.

3.6.2. Rutin histolojik islemleri

Dokular tespit soliisyonundan ¢ikartilarak bir gece akar suda yikandi. Daha sonra
dokulara Tablo 6'da belirtilen sira ile doku takip islemleri uygulandi. Dokularin
mikroskobik incelemeye hazir hale getirilmesi amaci ile yapilan doku takip islemi 3
asamadan olugmaktadir. Bunlar sirasiyla; dehidrasyon, seffaflandirma ve sertlestirme
basamaklaridir. Dehidratasyon asamasinda doku suyunun uzaklastirilmasi amaciyla
dereceli alkol serileri kullanildi. Seffaflastirma asamasinda, dokunun infiltrasyon
asamasina hazirlanmasi i¢in dehidran (alkol) maddeni ksilen kullanimi ile
uzaklastirilmasi gerceklestirildi. Sertlestirme asamasinda ise, dokularin mikrotom ile
kesilebilmesi i¢in sertlestirilmesi gerekmektedir. Bu kapsamda, dokudaki ksilenin
uzaklastirilmasi igin parafin uygulanacak ve dokudaki bosluklar doldurularak kalici

sertlik saglanildi. Bu sekilde dokulardan kesit alinmas1 miimkiin olabilecektir.

ISLEM DOKU TAKIP | SURE
MATERYALI
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SUYUN %70’lik etanol 120 dakika
UZAKLASTIRILMASI %80’1ik etanol 60 dakika
%96°11ik etanol 2 x 120 dakika
%100’1iik etanol 2 X 60 dakika
SEFFAFLANDIRMA Ksilen 2 x 30 dakika
STABILIZE ETME Parafin (s1v1) 60 dakika
Parafin (oda 1s1) 12 saat
Parafin (siv1) 2 X 60 dakika

3.6.3. Kesit alma islemi

Dokular parafine gomiilerek, parafin bloklari hazirlandi. Parafin bloklar 5 um
kalinliginda rotary mikrotom (Leica RM212RT) kullanilarak kesilecek ve alinan
kesitler icerisinde sicak su bulunduran benmariye alinarak agilmasi saglanacaktir.
Piirtizsiiz bir hale gelen kesitler rodajli lam tizerine alinacaktir. Hazirlanan ince kesitler
~60°C’lik sicakliktaki etiivde 3 saat bekletilerek dokudan parafinin uzaklastirilmasi ve
kesitlerin lama kuvvetli bir bigimde yapismalari saglanildi. Etiivden ¢ikarilan kesitler,
ksilen ve azalan yonde dereceli alkol serisinden gegirilerek deparafinize edilecek ve
distile su ile rehidrate edildikten sonra rutin histolojik boyama islemine gegildi. Kesit
alma islemleri i¢in ilk olarak pilot calisma uygulandi. Pilot ¢alisma verileri
degerlendirildikten sonra, kesit 6rneklem araligi, kesit sayis1 ve immiinohistokimyasal

boyama i¢in kullanilacak olan Kkesit sayisina karar verildi.

3.6.4. Boyama islemi

Plasenta dokusunda meydana gelen histolojik degisiklikleri gozlemlemek i¢in kesitler
Hematoksilen-Eozin (H-E) boyama yontemi ile boyandi. (Demir, 2001). Bu boyanin
tercih edilmesinin en 6nemli sebebi hiicrelerin ana komponentlerini ayirt edici sekilde
ortaya koyabilmesidir. Hematoksilen, hiicre ¢ekirdegini mavi—siyah renkte boyayarak
intra-nukleer detayr iyi gosterildi. Eozin ise hiicre sitoplazmasini ve bag dokusu
elemanlarini ¢esitli varyasyonlarda pembe, turuncu ve kirmizi renkte boyar. Boyama
isleminden sonra lamlarin {izerine Entellan® (Merck Millipore) damlatilip lamel ile

kapatiliarak kesitler incelenmeye hazir hale gelmis oldu.
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3.7. Plasenta Orneklerinde KISS1 ve KISSIR Protein Ifade Diizeyinin
Immiinohistokimyasal Yontemlerle Belirlenmesi

Rutin doku takip islemini takiben Leica RM2245 marka mikrotom kullanilarak
stereolojik ratsgele oOrnekleme kuralina gore alinan Kesitlerin yanisira, 5 pm
kalinliginda kesitler pozitif sarjli lamlara alinarak immiinohistokimyasal boyama
prosediirii i¢in deparafinize edildi. Reaktifler i¢in Ultravision Detection System Large
Volume AEC Substurate System (Thermo Scientific, UK; Lot no: PHL181115) ve
Anti-Poly valent, HRP (Thermo Scientific, UK; Lot no: HA45338) kullanidi. Ornekler
deparafinize edildikten sonra sirasiyla, %3’lik H2O> soliisyonunda ve fosfat
tamponunda bekletildi. Kesitlere grimer antikorlar uygulandiktan sonra bir gece
bekletildi ve ardindan Streptavidin Peroksidaz ile mumale edildi. Ornekler PBS ile
yikandiktan sonra DAP ile boyandi. Karsit boyamada Mayer’s Hematoksilen
kullanilda.

H-skorlama yontemi kulanilarak gézlenen boyanmalar sayisal veriye doniistiiriildii.
Giiglii boyanan ¢ekirdeklerin yiizdesi 3 ile, orta derecede boyanan cekirdeklerin

yiizdesi 2 ile ve zayif boyanan g¢ekirdeklerin yiizdesi 1 hesaplandi.

3.8. Istatiksel Analizlerin Gergeklestirilmesi

Her grupta hastalara ait arastirilan degerlerin, ortalamasi, standart sapmasi, standart
hatas1 ve degisim katsayist hesaplanildi.

Istatiksel degerlendirmeler Prism 8 programu kullanilarak gergeklestirildi. p<0,05
diizeyindeki farkliliklar istatiksel olarak anlamli, p<0,01 diizeyindeki farkliliklar
istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli ve p<0,001 diizeyindeki farkliliklar istatiksel
olarak ¢ok ileri diizeyde anlamli olarak degerlendirildi.

Gruplarda normal dagilim oldugu goézlendiginde verilerin karsilastirmasinda,
parametrik testlerden bagimli t testi, normal dagisim gozlenmedigindeyse Mann-

Whitney U testi kullanildi.
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4. BULGULAR

Calisma kapsaminda hastalardan elde edilen bulgular kategorik olarak asagida

sunulmaktadir.

4.1. Demografik Verilerin Analizi

Arastirmaya katilan hastalarin yas, gravida, parite ve gebelik haftalarina ait veriler

Tablo 7°de gosterilmektedir.

Tablo 7. Hastalara ait veriler

Kontrol PP P
Yas 31,74+4,26 32,00+4,89 0,56
Gravida 3,57+1,64 2,52+1,26 0,03
Parite 2,15+1,21 1,84+£1,16 0,41
Gebelik haftasi 34,37+2,56 34,16+2,71 0,80

* ortalama+SD

Gontiillere ait yas, gravida, parite ve gebelik haftasina ait dagilim grafikleri Sekil 1.5,

1.6, 1.7,1.8 de paylasilmistir.
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Sekil 5. Goniilliilere ait gravida degerleri dagilimi
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Sekil 6. Goniilliilere ait yas dagilimi
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Sekil 7. Goniilliilere ait parite degerleri dagilimi
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Sekil 8. Goniilliilere ait gebelik haftas1 dagilimi
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4.2. Biyokimyasal Analizlerden Elde Edilen Bulgular

4.2.1. KISS1 diizeyinin serumda degerlendirilmesi

Serum orneklerinde KISS1 konsantrasyonun degerlendirilmesi sonucu kontrol ve

plasenta previa grubu arasinda yapilan karsilastirmalar, asagidaki grafikte sunulmustur
(Sekil 9).

600 skokok

400

200

Kisspeptin konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 9. Serum KISS1 diizeyinin kontrol ve plasenta previa gruplari arasindaki farki
gosteren grafik (ortalama =SH), *** p<0,001

Serumda KISS1 konsantrasyon diizeyinin degerlendirmesi sonucunda, kontrol
grubunda plasenta previa grubuna oranla belirgin bir artig ve istatiksel olarak ileri

diizeyde anlamli bir fark gozlenmistir (p<<0,001).

34



T 600

>

g

-

3

> 400

&

£

(1]

(/2]

c

S 200-

=

-1

@

Q.

H

E 0 LS L

06}0 Q;é@
& &
q'. e

Sekil 10. Serum KISS1 diizeyinin kontrol grubunda 2. ve 3. trimester arasindaki

farkin1 gosteren grafik (ortalama +SH)

Kontrol grubu igerisinde yer alan ornekler gebelik haftaliklarina goére kategorize
edilerek 2. ve 3. trimester seklinde iki ayr1 alt kategoriye ayrilmis ve KISS1
konsantrasyon diizeyi degerlendirilmistir. Kontrol grubundaki alt gruplar arasinda

istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmamustir (p=0,795).

400 *

300-

200+

100-

Kisspeptin konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 11. Serum KISS1 diizeyinin plasenta previa grubunda 2. ve 3. trimester

arasindaki farkini gosteren grafik (ortalama £SH), * p<0,05
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Plasenta previa grubu igerisinde yer alan ornekler gebelik haftaliklarina gore
kategorize edilerek 2. ve 3. trimester seklinde iki ayr1 alt kategoriye ayrilmis ve KISS1
konsantrasyon diizeyi degerlendirilmistir. Plasenta previa grubundaki alt gruplar
arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark saptanmistir (p=0,027). KISS1
konsantrasyon diizeyi 2. trimesterde daha yiiksekken, 3. trimesterde daha diisiik

oldugu gozlenmistir.

4.3. Gen Analiz Sonugclar:

4.3.1. Total RNA konsantrasyonlari ve saflik oranlari

Plasenta orneklerine ait RNA konsantrasyonlar1 ve saflik oranlar1 Tablo 8’de

gosterilmektedir.

Tablo 8. Total RNA konsantrasyonlari ve saflik diizeyleri (A260/280)

Gruplar Hasta No &
Kontrol PP

1 404,5 1,82

2 469,5 1,95

3 368,8 1,79

4 302,2 1,96

5 581,5 1,73

6 1035,3 1,73

7 1268,9 1,79

Kontrol 8 820,8 1,70
9 1135,7 1,78

10 159,1 1,75

11 160,8 1,78

12 284,7 1,86

13 236,6 1,81

14 516,1 1,85

15 150,0 1,78
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16 270,8 1,83
17 352,0 1,82
18 226,9 1,80
19 352,3 1,77
20 137,6 1,85
1 513,2 1,79
2 135,6 1,72
3 172,8 1,77
4 163,5 1,73
5 1771 1,70
6 234,5 1,72
7 152,2 1,95
8 216,4 1,79
9 692,4 1,72
10 245,9 1,78
P 11 513,2 1,79
12 625,0 1,75
13 234,5 1,82
14 657,2 1,78
15 252,6 1,75
16 470,6 1,84
17 625,0 1,85
18 354,7 1,82
19 263,2 1,79
20 135,6 1,72

4.3.2. Gen ifade diizeylerinin analizi

Her hastada incelenen GAPDH, KISS1 ve KISS1R genlerine ait Ct degerlerinin

ortalamas1 alinmaistir.
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Gruplara ait GAPDH geni ortalama Ct degerleri incelendiginde, Ct degerlerinin
normal dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol ve plasenta previa gruplar
arasinda gergeklestirilen istatiksel degerlendirme neticesinde gruplar arasinda anlaml

bir farklilik saptanmamustir (p>0,05).

GAPDH genine ait ortalama Ct degerleri Sekil 12°de sunulmustur.

35—

Ea
g,
) A °
§ 30 . .
@
= ) o
S 25— . $e°
(=11} : : ...
X 204 e °
% °
G

A >

o&o Q‘QT\\
& &
%“‘Q
D

Sekil 12. GAPDH genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gésterimi
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Gruplara ait KISS1 geni ortalama Ct degerleri incelendiginde, Ct degerlerinin normal
dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol ve plasenta previa gruplari arasinda
gergeklestirilen istatiksel degerlendirme neticesinde gruplar arasinda istatiksel olarak
ileri diizeyde anlamli bir farklilik saptanmistir (p<0,001). Plasenta previa grubunda

KISS1 gen ifade diizeyinin belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu gézlenmistir.

KI1SS1 genine ait ortalama Ct degerleri Sekil 13’te sunulmustur.
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Sekil 13. KISS1 genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gésterimi
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Gruplara ait KISS1R geni ortalama Ct degerleri incelendiginde, Ct degerlerinin normal
dagilim gosterdigi tespit edilmistir. Kontrol ve plasente previa gruplari arasinda
gergeklestirilen istatiksel degerlendirme neticesinde gruplar arasinda istatiksel olarak
anlamli bir farklibk saptanmistir (p<0,05). Kontrol grubunda KISS1R gen ifade
diizeyinin belirgin bir sekilde daha yiiksek oldugu gozlenmistir.

KISS1R genine ait ortalama Ct degerleri Sekil 14’te sunulmustur.
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Sekil 14. KISS1R genine ait Ct degerlerinin (ortalama+SH) gosterimi
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Elde edilen ortalama Ct degerlerinin normalize edilerek 2724t formiilii ile
hesaplanmasi neticesinde log2 katsayr doniisimii yapilarak katsal degisimler

hesaplanmustir.

KISS1 gen ifade diizeyi agisindan Ornekler analiz edildiginde, plasenta previa
grubunda kontrol grubuna kiyasla KISS1 gen ifade diizeyi 0,043 kat daha az

gortiliirken, bu fark istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,001).

KISSIR gen ifade diizeyi agisindan ornekler analiz edildiginde, plasenta previa
grubunda kontrol grubuna kiyasla KISS1R gen ifade diizeyi 170 kat daha yiiksek
goriiliirken, bu fark istatiksel olarak ileri diizeyde anlamli bulunmustur (p<0,001)

(Sekil 15).
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Sekil 15. KISS1 ve KISS1R gen ifade degisiminin gruplar aras1 oransal farkinin
gosterimi
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5. TARTISMA

Diyabetes mellitus, gestasyonel diyabet, hipertansiyon, pulmoner emboli ve plasental
yetmezligi olan gebelerde plazma kisspeptin diizeylerinin diisiik oldugu gosterilmistir
(61). Park et al. (61) kisspeptin ve abourtuslar arasinda bir baglant1 oldugu fikri
mevcuttur. Istemli olarak sonlandirilmis gebelikler ile habituel abortusu olan gebelerin
plasentalar1 kiyaslandiginda habituel abortusu olgularinda plasental kisspeptin
ekspresyon diizeylerinin daha diisiik oldugunu goézlenmis, ancak gebelik yasi i¢in

elestiride bulunulmamastir (62).

Abortus imminensli gebeliklerde maternal plazma Kkisspeptin-10 seviyeleri daha
distiktiir (63). Jayasena et al. (63) saglikl1 gebeliklere kiyasla diisiik yapan kadinlarda
gebeligin ilk trimestrin da plazma kisspeptin diizeylerinin daha diisiik oldugunu
gbzlemlemis ve kisspeptinin, diisiik riski yiiksek olan gebelikleri belirlemek i¢in

potansiyel yeni bir belirteg saglayabilecegini 6ne stirmiistiir.

Kisspeptin uygulamasi ile ilgili yapilan caligmlarada kispeptinin GnRH salinimini
uyardigr gosterilmistir (64), (65). Saglikli premenopozal kadinlarda subkutan
kisspeptin enjeksiyonunun plazma LH diizeylerinin artmasina yol a¢tig1 ve (66) bu etki
en ¢ok adet dongiisiinlin ovulasyon Oncesi fazinda belirgindi. Jayasena et al. (67, 68)
hipotalamik amenoresi olan kadinlarda kisspeptin uygulamasinin etkilerini inceledi.
Kisspeptinin giinde 2 kez subkutan uygulanmasinin plazma gonadotropinlerinde bir
artisa yol agtigini gbzlemlendi (67, 68), ancak bu etki 2 hafta sonra azaldi. Bununla
birlikte, hipotalamik amenoresi olan kadinlardan olusan ayn1 kohortta haftada 2 defa
kisspeptin uygulamasi, 8 haftalik bir siire boyunca siirekli bir gonadotropin yanit1 ile
sonu¢lanmistir (67). Park ve ark. (69, 70), kisspeptin ekspresyonunun endometriyal
stromal hiicrelerde desidualizasyon yoluyla arttigin1 buldu, bu da kisspeptinin

endometriyumu yeterli plasentasyon i¢in hazirlamada bir rolii oldugunu disiindiird.

Plasentadan tiretilen hormonlar, gebelik siirecinin yonetilmesine yardimci olmak icin
kullanilir. hCG'ye benzer sekilde hem KISS1 hem de KISSIR plasentada yiiksek

oranda ifade edilir ve kisspeptinler insan plasentasindan izole edilebilir (13).
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Kisspeptin-54 insan plazmasinda bulundugu ve gebelik boyunca arttig1 gosterilmistir
(71).Plasma kisspeptin seviyelerinin gebelikle iliskili hastaliklar1 ongérmek ve teshis

etmek i¢in potansiyel bir belirte¢ olabilecegini diisiindiirmiistiir (13).

Yapilan birgok calisma, uterin ve plasenta bazli periferik KISS1/KISS1R sinyal
sisteminin gebeligin baslica diizenleyicilerinden olduguna dair bilgiler mevcuttur.
Uterustaki KISS1/KISS1R sinyal sistemi embriyo implantasyonu ve desidualizasyonu
diizenlerken, uterin ve plasental sistem birlikte plasentasyonu diizenler. Uterin KISS1
ve KISS1R, uterin epitelyuma embriyo adezyonu igin gerekli olan endometriyal
glandiiler sekresyonlarin uygunlugunu kontrol ederek embriyo implantasyonunu

kolaylastirir.

Desidualize stromal hiicreler ise KISS1R'yi eksprese ederek hiicre motilitesini inhibe
eder ve plasental invazyonu dolayli olarak diizenler. Benzer sekilde, plasental
Kisspeptin ve KISS1R, ekstravilloz trofoblast gogiinii ve istilasini sinirlandirarak
uterusun plasental invazyonunu dogrudan kontrol eder. Uterus ve plasental bazli
KISS1/KISS1R sinyal sistemlerinin rolii, implantasyon basarisizhigi, tekrarlayan
gebelik kayb1 ve preeklampsi gibi gebelik sorunlarinda prognostik ve tanisal belirte¢
olarak ve bu durumlarin tedavisinde terapotik bir ajan olarak kisspeptin kullanimi igin

umut verici gorinmektedir (72).

Kisspeptin serum diizeylerini farkli hasta gruplarinda, ozellikle gebelerde farkli
trimesterlarda ve birgok obstetrik durumda incelemis pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir.
Maliyet nedeniyle calismamizda es zamanli serum/plazma Kkisspeptin diizeyleri
bakilamamistir. Mevcut ¢alismalarda kisspeptin plazma seviyesinin, ilk trimesterde
900 kat ve tgiincii trimesterde 7000 kat artigla gebelik boyunca tirmanarak arttig
gosterilmistir (71). Bizim calismamizda ise, kontrol grubunda ikinci ve igilincii
trimesterde plazma kisspeptin seviyelerinde bir farklilik g6zlenmezken, plasenta
previali hastalarda ti¢lincii trimesterde ikinci trimestere kiyasla daha diisiik diizeyde
Kisspeptin diizeyi tespit edilmistir. Bu bulgular, plasenta previali hastalarda gebelik
haftasinin ilerlemesiyle birlikte Kisspeptin  diizeyinin azalmasinin anormal

plasentasyon siirecinin ortaya ¢ikmasiyla iliski olabilecegini 6n plana ¢ikarmaktadir.
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Erken gebelik donemi ve term donem plasentasindaki KISS1 mRNA ifade
diizeylerinin anlamli bir farklilik gostermedigi ileri siiriilmiistiir (73). Kisspeptin-54
diizeylerinin erken donem plasentada ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (57). Bu
bilgiler géz oniine alindiginda, plasentadaki KISS1 ifade seviyelerinin, Kisspeptinin
plazma seviyelerini yansitmayabilecegi goriilmektedir. Ancak bizim ¢aligmamizda,
plasental KISS1 ifade diizeyi ile plazma KISS1 ifade diizeylerinin kontrol grubuna
kiyasla daha diisiik ¢ikmistir. Bu sonuglar paralellik gostermekte ve plasenta previa
hastalarinda kisspeptin ifadesinin daha diisiik oldugu noktasinda birbirlerini

dogrulamaktadir.

Plasenta gelisim, erken gebelik kayiplarinin iigte ikisinde bulunur (67). Kisspeptin en
fazla plasentanin sinsitiyotrofoblast hiicrelerinde eksprese edilir ve burada maternal
invazyonu diizenleyebilir (59). Plasenta gelisimi ile iliskili oldugu diisiiniilen
preeklampsi ve intrauterin biiyiime geriligi olan kadinlarda, komplikasyonsuz
gebeliklere kiyasla kisspeptin diizeylerinin azaldigini ileri slirmiistiir (69). Benzer
sekilde bizim ¢alismamizda da plasenta previali hastalarda kisspeptin seviyesi hem
plazma diizeyinde hem de plasental doku diizeyinde daha diisiik tespit edilmistir.
Armstrong ve ark. plasental yetmezlik ile iliskili gebeliklerde, 2. trimesterde maternal
serumda kisspeptin seviyeleri daha az oldugunu gostermislerdir (74). Smets ve ark.
tarafindan yapilan ¢aligmada gebeligin 1.trimesterinda plazma kisspeptin seviyelerinin
az olmasinin diigiik dogum agirligi ile iliskili oldugu bildirilmistir (64) Bu ¢alismalarda
kisspeptin seviyelerindeki farkliliklar orta diizeydedir, bu nedenle preeklampsi ve
intrauterin biiylime kisitlamasinda tek bir tarama belirteci olusturmasa da kisspeptin
Olglimiiniin  diger belirteclerle kombinasyon halinde faydali olabilecegi one
strilmistiir. Bizim c¢alismamizda incelenen plasenta previali hastalar agisindan
bakilinca, Kisspeptin seviyesinin tespitinin plasenta previa tanisinda etkin bir rol

oynayabilecegi One siiriilebilir.

Sinsityotrofoblast, kisspeptinleri ve reseptoriinii belirtirken, ekstravilloz sitotrofoblast
sadece trofoblast istilasi iizerindeki baskilayic1 etkiye aracilik eden KISS1R
reseptorlinii eksprese ettigi ileri siiriilmiistiir (74). Kisspeptin kendine 6zgii reseptorii

KISS1R aracilig ile proapoptotik genlerin ekspresyonunu uyarir (59). Plasental
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apoptoz orani villoz trofoblastlarin farklilasmasinda rol oynar ve gebelik haftasi
ilerledikge fizyolojik olarak artar (69). Apoptoz, antiapoptotik bir role sahip olan BCL-
2 olan proteinlerince diizenlenir, BAX proapoptotik olarak kars1 bir etki uygular (75).
BCL-2 ile BAX molekiil arasindaki oran, hiicrenin hayatta kalmasini saglar veya hiicre
6liimiine sebep olur (75).

Bilban ve ark. (61) plasental Kisspeptin-10’un kollajenaz aktivitesini ve birinci
trimesterde trofoblast hiicrelerinin gocli ve invazyonunu azalttigini agiklamislardir.
Ozellikle Kisspeptin-10"nun bu etkisi en fazladir. Trofoblast invazyonunun aksamasi
genis spektrumlu gebelik anormalligine yol agar. Trofoblastik invazyonun fazla olmasi
durumunda pl.acreata pl.increata ve pl.percreata gibi invazyon durumlari meydana
gelirken, yetersiz invazyon durumunun IUGR ve preeklampsiye meydana gelebilecegi
diisiiniilmektedir (67). Trofoblast invazyonunun azalmasi ile preeklampsi ve IUGR
gibi olumsuz gebelik kosullarinda artmis plasental KISS-1 mRNA ve KisslR
ekspresyonunun  tesbit edilmis olmasi KP-10'un plasental invazyonun
diizenlenmesinde roliiniin oldugunu gostermistir (69). Mevcut calismamizda da
plasenta previali hastalarda kisspeptin ifade diizeyi daha diisiik saptanmustir.
Kisspeptin seviyesinin diisiik olmasi trofoblastik invazyon fizerindeki baskinin
azalmasia ve dolayisiyla asir1 invazyon durumunun meydana gelmesiyle plasenta
previa gelismesine Yol agmig olabilir. Bu kapsamda degerlendirildiginde,
calismamizdaki bulgular literatiir ile uyumluluk gosterirken, plasenta previa

etiyolojisine de 1s1k tutmaktadir.
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6. SONUCLAR

Kisspeptinin plasental gelisim tizerinde kritik bir rol oynadigi literatiirde paylasilan
birgok c¢alismada gosterilmistir. Anti-metastatik bir etkiye sahip olan kisspeptinin
gebeligin ilk haftalarinda hem plazmada hem de plasentada ifade diizeyinin
yiikselmesi,  kisspeptinin  plasental  invazyonu  kontrol altina  aldigini
diistindiirmektedir. Bu nedenle, kisspeptin ifade diizeylerindeki dalgalanma plasental
gelisimi ve invazyon diizeyini etkileyebilir. Mevcut ¢aligmamizda plasenta previali
hastalarda kontol grubundaki hastalara gore kisspeptin ifade diizeyleri daha diistik
cikmistir. Hem biyokimyasal hem de genetik analizler neticesinde alinan bulgular,
plasenta previali hastalarda kisspeptin ifade diizeyinin ciddi oranda daha diisiik
oldugunu gostermistir. Buna ek olarak, plazma diizeyinde yapilan analizlerde plasenta
previali hastalarda ii¢lincii trimesterde kisspeptin ifade diizeyi ikinci trimestere gore
daha dusik c¢ikmustir. Bu bulgular, plasenta previali hastalarda kisspeptin ifade
diizeyinin daha disiik oldugunu ve dolayisiyla tropfoblast invazyonunu kontrol
edemeyerek plasental invazyonunun anormal seyretmesine sebep olabilecegini
diisiindiirmiistiir. Plasental invazyon, apoptotoik ve antiapoptotik siireclerle iliskili
belirteclerin taranmasi, plasenta previali hastalarda kisspeptinin potansiyel rollerinin
aydinlatilmasina yardimci olabilir. Daha genis Olgekli plasenta previali hastalarda
kisspeptin dl¢iimlerinin gerceklestirilmesi, plasenta previanin olasi tan1 ve teshisinde
Kisspeptin ifade diizeylerinin etkinliginin tespit edilmesine olanak saglayabilir.
Plasenta previa modeli olusturulmus deney hayvanlari tizerinde kisspeptin replasman
tedavisi uygulamasinin, plasenta previa etiyolojisinde kisspeptinin olasi rollerinin
arastirilmasi ve hastaligin 6nlenmesi tizerine potansiyel etkilerinin tespit edilmesine

olanak saglayabilir.
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