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BEYAN

“Agiklanamayan habitiicl abortusu olan hastalarda plasental Kisspeptin ifade
diizeylerinin incelenmesi’’ baslikli tez ¢alismamin kendi ¢alismam oldugunu, baska
bir ¢alismadan kopya edilmedigini, tezin planlanmasindan yazimina kadar biitiin
safhalarda etik dis1 davranisimin olmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri akademik ve
etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve
yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine aldigimi, bu
tezin c¢alisilmas1 ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarimi ihlal edici bir
davranisimin olmadigini beyan ederim. Bu tez ¢alismas1 PYO.TIP.1904.21.004 kodlu

proje ile Ondokuz May1s Universitesi BAP Birimi tarafindan desteklenmistir.



OZET

Amac

Habituel abortus terimi 20. gebelik haftasindan 6nce veya 500 gram altinda
gebeliklerin ii¢ veya daha fazla kez kendiliginden sonlanmasi olarak ifade
edilmektedir. Plasenta yatagindaki trombozun, plasenta ile iliskili gebelik
komplikasyonlarindan kismen sorumlu oldugu varsayilmistir. Abortus olan hastalarda
trombozdan ¢ok plasental invazyon bozuklugu oldugunu gosteren calismalar
mevcuttur. Bu ¢alismanin amaci; son yillarda implantasyon, plasental proliferasyon ve
apoptoz iizerindeki etkileriyle dikkat c¢eken kisspeptin ifade diizeylerini,
aciklanamayan habituel abortus dykiisii olan kadinlarin terme ulasip saglikli dogum

gerceklestirdikleri gebelige ait plasentalarda incelemektir.

Hastalar ve Yontem

Deney grubunda habitel abortus ykiisii olan ve gebeligi terme ulagsan kadinlara ait 20
plasenta 6rnegi, ilag+deney grubunda habitel abortus dykiisii olan ve gebeligi boyunca
diisiik molekiiler agirlikliheparin tedavisi alarak terme ulasan kadinlara ait 20 plasenta
ornegi ve kontrol grubunda habitel abortus Oykiisii olmayan ve terme ulasan saglikli
kadinlara ait 20 plasenta 6rnegi calismaya dahil edilmistir. Toplanan dokular rutin

histolojik prosediirleri takiben immiinohistokimyasal olarak analiz edildi.

Bulgular

Kisspeptin ifade diizeylerinin kontrol grubunda en yiiksek diizeyde oldugu goriiliirken,
deney grubunda en diisiik diizeyde ifade edildigi saptanmis ve ilag+deney grubunda
goreceli olarak yiikseldigi gozlenmistir. Kisspeptin reseptorii ifade diizeyleri

karsilastirildiginda gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

Tartisma ve Sonug¢

Kisspeptinlerin plasental invazyon iizerinde tek yonlii bir sinirlayici etkiden ¢ok
invazyonu diizenleyen, dengede tutan, implantasyona ve plasentanin potansiyel

kapasitesine ulagsmasina yardimci molekiiller olduklar: diisiiniildii.

Anahtar Kelimeler: Habitiiel abortus, Plasenta ile iliskili gebelik komplikasyonlari,

Canli1 Dogum, Kisspeptin



ABSTRACT

Objective

Habitual abortion is defined as the loss of three or more pregnancies that occur before
the 20" gestational week or less than 500 grams. It has been hypothesized that
thrombosis in the placental bed is partially responsible for placenta-related pregnancy
complications. There are studies showing that patients with abortion have placental
invasion disorder rather than thrombosis. The aim of this study is to examine the
expression levels of kisspeptin, which has attracted attention in recent years with its
effects on implantation, placental proliferation and apoptosis, in placentas belonging
to pregnancy, where women with unexplained habitual abortion history reached term

and gave healthy birth.

Patients and Methods

The study included 20 placenta samples belonging to women with a history of habitual
abortion and reached the term pregnancy in the experimental group, 20 placenta
samples belonging to women with a history of habitual abortionand reached the term
by receiving low molecular weight heparin treatment throughout their pregnancy in
the drug+experiment group, and 20 placenta samples belonging to health women
without a history of habitual abortion and reached the term in the control group.
Collected tissues were analyzed immunohistochemically following routine

histological procedures.

Results

Kisspeptin expression level was significantly higher in the control group, while it was
at the lowest level in the experimental group, and it was relatively increased in the
drug+experiment group. There was no statistically significant difference between the

groups in terms of kisspeptin receptor expression levels.

Discussion and Conclusions
Kisspeptins were thought to be molecules that regulate and stabilize the invasion, help
the implantation and reach the potential capacity of the placenta, rather than a one-way

limiting effect on placental invasion.

Keywords: Habitual abortion, placenta-related pregnancy complications, livebirth,

Kisspeptin
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1.GIRIS VE AMAC

Basarili1 bir gebelik, yeterli plasental dolasimin gelisimini gerektirir. Plasenta
yatagindaki trombozun, plasenta ile iliskili gebelik komplikasyonlarindan kismen
sorumlu oldugu varsayilmistir (1). Bu komplikasyonlarin, az gelismis plasenta
damarlanmasi, plasenta inflamasyonu ile anormal plasental gelisimin sonucu oldugu
da ileri siiriilmiistiir (2). insidansin genel popiilasyonda oldugundan daha fazla oldugu

gosterilememistir.

Habituel abortus terimi 20. gebelik haftasindan 6nce veya 500 gram altinda
gebeliklerinti¢ veya daha fazla kez kendiliginden sonlanmasi olarak ifade edilmektedir
(1). Bu hastalarda rutin bir tedavi bulunmamaktadir. Progesteron ve diisitk doz aspirin
kullaniminin faydali oldugu konusunda yayinlar mevcuttur (2-4). Abortus dykiisii olan
hastalarda trombozdan c¢ok plasental invazyon bozuklugu oldugunu gosteren

calismalar da mevcuttur (5, 6).

Plasenta gebeligin devami i¢in olduk¢a 6nemli bir organdir. Plasentanin gelisimi, fetal
trofoblast hiicrelerinin gebeligin erken doneminde desidua i¢ine invazyonu, gebeligin
devami i¢in ¢ok Onemlidir. Bu siire¢, bir¢ok hiicrenin boliinmesini, goglinii ve
farklilagsmasini igerir ve ayni zamanda yogun bir vaskiiler ag gelisir. Plasenta, habitiiel
abortus oykiisii olan hastalar {izerinde yapilan birgok ¢calismada degerlendirilmistir ve
plasentadaki bazi patolojik durumlarin abortusa neden oldugu diisliniilmektedir.
Habitiiel abortus dykiisii olan hastalarin plasentasinda, spontan abortus olan hastalara
gore apoptoz daha sik goriilir. Normal Kkaryotipe sahip habitiiel abortus
materyallerinde, spontan abortuslara gore plasental perivilloz fibrin birikimi, kronik
villitis, kronik histiyositik intervillozit ve plazma hiicre desiduit orani daha yiiksektir
(7, 8).

Plasentanin morfometrik incelenmesi fetiisii etkileyen hastaliklarin patogenezinin
anlasilmasi i¢in olduk¢a dnemlidir (9). Plasental vill6z alan plasental iskemiye bagl
olarak degismektedir (10). Villus damar alani1 sinsityotrofoblastlarin intervill 6z alana
cikmasi ve deepitelizasyon ile fibroz doku birikimi nedeniyle azalmaktadir (11).
Sinsityal nodlar sinsityal niikleuslarin birikiminedeniyle olusmakta, malperfiizyon ve
hipoksi arttiginda nod sayis1 artmaktadir (12). Perivill6z fibrin depolanmasi villuslarm

etrafinda eozinofilik fibrin birikimidir (13). Fibrin birikimi villuslar etrafindaki



oksijenizasyonu bozar ve iskemik nekroza neden olur (14). A¢iklanamayan habituel
abortus Oykiisii olan gebelerin terme ulasip canli dogum yaptiklar1 gebeliklerdeki
plasentanin immiinohistokimyasal yontemler kullanilarak incelenmesi, hastalarin

plasentalarindaki olasi bir degisimin gostergesi olabilir.

Son yillarda plesanta gelisiminde kisspeptinlerin 6énemli bir rolii oldugu ileri
siiriilmektedir. Ilk trimesterde dolasimdaki kisspeptin seviyesinin binlerce kat artmast
ve ayn1 Zamanda plasenta dokusunda kisspeptin reseptorlerinin belirgin diizeyde artis
gostermesi, kisspeptinin plasenta gelisimi ile iligkili olabilecegini diisiindiirmektedir.
Kisspeptin, ilk olarak 1996 yilinda antimetastatik 6zellikleri ile kesfedilen ve metastin
olarak isimlendirilen bir ndropeptiddir. Antimetastatik 6zelliklerine ek olarak, 2000°1i
yillardan itibaren puberteye gegiste hipotalamusun uyarilmasini saglayarak hipofizden
gonadlar1 uyaran hormonlarin salinimini tetikledigi gosterilmistir. Daha sonraki
caligsmalarda ise, ilk trimesterde daha agresif gelisim gosteren plasenta olusumu ile
Kisspeptin seviyesindeki artis dikkatleri gekmistir. Bu noktada, kisspeptin diizeyi ile
plasenta gelisimi arasinda bir iliski olup olmayacagina dair hipotezler ortaya ¢ikmaya
baslamistir. Habitiiel abortus dykiisii olan hastalarda kisspeptin ve kisspeptin reseptor
diizeyinin doku diizeyinde tespit edilmesi bu alandaki caligmalara yol gosterici
nitelikte olabilir. Buna ek olarak, plasenta dokusundaki apoptotik ve proliferatif
belirteg diizeyleri ile kisspeptin diizeylerinin iliskisinin aragtirilmasi, habitiiel abortus
Oykiisii olan hastalarda plasenta gelisimine dair aydinlatici bir bulgu sunabilecegi

diistintilmiistiir.



2. GENEL BILGILER

Plasenta, literatiirde yaygin olarak "hayat agacina" benzetilmektedir. Plasenta kelime
kokeni olarak; Latince kek (plasenta), Yunanca diiz, levha benzeri (plakoenta /
plakotnta) ve Almanca'da anne keki (mutterkuchen) anlamina gelmekle birlikte esasen
hepsi insan plasentasinin sekil olarak yuvarlak, diiz goériinimiine deginmektedir.
Plasenta, hemokoriyal villoz yapilarin bir araya gelmesiyle olusmustur. Plasentanin
fonksiyonel  yapitaglariysa, maternal-fetal dolasimi  birbirinden  ayiran
sinsityotrofoblastlar ve sitotrofoblastlar, villoz stroma, fetal vaskiiler yapilar ve
endotelyum katmanlaridir. Islevsel olarak plasenta bir¢ok sistemi i¢inde barindiran
karmasgik bir biitiindiir. Gaz degisimini saglayarak solunum sistemi, gerekli besinlerin
emilimini saglayarak sindirim sistemi, metobolit atiklar1 uzaklastirarak bosaltim
sistemi, fetiisii annenin immiin saldirisindan koruyarak bir bagisiklik sistemi gorevi
goriir. Tim bunlarin yaninda plasenta ayn1 zamanda, gebeligin seyrini diizenleyen,
fetal gelisimi ve dogumun baslamasini saglayan ¢esitli hormon ve biliyilime
faktorlerinin de iretildigi endokrin bir organdir. Plasentanin tiim bu hayati
fonksiyonlarin1 yerine getirebilmesiyse saglikli bir sekilde vaskiilarizasyonunu
tamamlasiyla miimkiindiir. Plasentanin vaskiiler gelisim bozukluklar1 bir ¢ok gebelik

komplikasyonu olustururak anne ve fetiisiin sagligini ciddi anlamda tehdit eder (15).

Gebeliginilk ii¢ ayinda yavas yavas, kademeli olarak olusan plasenta, dordiincii aydan
sonra uterus gelisimine paralel olarak biiylimeye devam eder. Bu siireg

tamamlandiginda yaklasik 20 cm ¢apinda ve 3 cm kalinliginda siingerimsi bir diske

benzer (16).

Plasentanin birgok patolojisini histolojik inceleme ile tespit etmek miimkiinken, birgok
lezyon da olduk¢a patognomonik goriiniimiiyle, minimum c¢abayla kolayca
tanimlanabilir (17). Plasenta buzdolabinda taze olarak saklanabilir veya dogumdan

sonra daha ileri inceleme i¢in gerekirse fiksatifigine yerlestirilebilir (18).

2.1. implantasyon ve Plasentasyon

Plasenta ve fetiisiin gelisimi, fertilizasyon aninda baslayan siirekli devam eden bir
siirectir. Bu gelisim siirecinin ilk ii¢ gilinii fallop tiipiinde gergeklesir. Sperm ve

yumurtanin déllenmesini takiben, zigot dort kez mitoz hiicre boliinmesi gegirerek bir



morula (16 hiicre) meydana getirir. Fertilizasyondan yaklasik dordiincii giin sonra,
morula igi siv1 dolu bir bosluk olan hiicre kiitlesi -blastosist -olarak uterusa girer.
Besinci giinde, blastosist i¢inde siv1 biriktik¢e ve hiicrelerde polarizasyon meydana
gelir. Blastosist, plasenta ve fetal zarlari olusturacak bir dis hiicre katmanina
(trofoblast), embriyoyu olusturacak kutupta bir i¢ hiicre kiitlesine (embriyoblast) ve
sivt dolu bir bosluga sahiptir. Hiicre kiitleleri ¢ogalir ve sivi boslugu genisler.
Baslangigta oksijen ve metabolik substratlar uterin sekresyonlardan temin edilir; ancak
bu biiyiimeye devam eden hiicre kiitlesi nedeniyle kisa siirede yetersiz hale gelir. Bu
nedenle 6. giin, blastosist, siirekli biiytime igin gerekli substratlara (glikojen dolgulu

stromal hiicreler) erisebilmek i¢in uterus duvarina implante olur.

Implantasyon siireci, blastosistin uterus icerisinde anatomik olarak en uygun konuma
hareketini, adezyonunu ve invazyonunu igerir. Trofoblastik hiicreler proteolitik
enzimler yardimiyla desiduanin derinliklerine dogru ilerlerken, vakuoller olusur ve bu
vakuoller 13. giinde lakiina olusturmak i¢in birlesir. Lakiiner bosluk, nihayetinde

icerisinde uzanan villoz dallanmalarla aralikli bosluk haline gelir.

Implantasyondan sonra trofoblastlar, sinsityotrofoblast ve sitotrofoblast olarak ikiye
ayrilir; ikisi birlikte plasentanin fetal komponentini olugturur. Sinsityotrofoblast
tabakasi arasinda bulunan lakiina, maternal dolasimla baglant1 kurmak {izere olusur.
Lakiinay1 siitunlarla bolen trabekiiler hiicreler uterus derinliklerine uzanir ve daha
sonra plasentanin villoz agaglarina doniisiir. Plasentanin maternal komponentini
olugturan endometriumun desidua bazalisinde ise maternal kan kaynagi
yatmaktadir.Gebelik ilerledik¢e, villus yapisi, maternal kan ve fetal damarlar

arasindaki mesafeyi azaltmak igin gelisir.Bu degisiklik, hem maternal hem fetal fayda
saglar (19).

Progenitor sitotrofoblast hiicresi, plasentanin kok hiicresidir. Bu hiicreler, farklilagarak
villoz sitotrofoblast (sinsityotrofoblast [dis hiicresel katman]) ve ekstravilloz
sitotrofoblast (i¢ hiicresel katman-EVT) olarak ayrilirlar. Sinsityotrofoblast tabakasi,
gaz degisimini, besin maddelerinin emilimini, atik {iriinlerin uzaklastirilmasim
saglayan ve plasental, fetal, maternal sistemleri diizenleyen ¢esitli peptid veya steroid

yapidaki hormonlarin sentezini gergeklestiren 6zel bir epiteldir.



Hemokoryal plasentanin gelisimi, endometrium ve spiral arterlerin invazyonuna
baglidir. Gebeligin 4-5. haftalarinda, ekstravilloz sitotrofoblastlar, proliferatif
trofoblast ve invaziv trofoblast olarak ayrisirlar. Desidual tabakayi istila eden
sitotrofoblastlar, interstisyel EVT olarak adlandirilirken, spiral arterleri istila eden ve
yeniden sekillendiren sitotrofoblastlar, endovaskiiler EVT olarak adlandirilir.
Gebeligin erken doneminde endovaskiiler trofoblastlar, spiral arterlerin liimenine
girerek baslangicta bir tika¢g olustururlar. Bu siire¢ diisiik oksijen durumunda
olmaktadir ve hipoksi, invaziv trofoblast aktivasyonunu uyararak invazyona katkida
bulunmaktadir. Interstisyel trofoblastlar desidua ve myometriuma gegerek plasental
yatakta spiral arterlerin etrafina toplanarak,invazyonu kolaylastirmaya yardimci
olurken; endovaskiiler trofoblastlar apopitozis ile damar endotelini harap ederek media
tabakasini invaze eder ve degistirir.Spiral arterlerin media tabakasinda diiz kas ve bag
doku yerini fibrinoid maddeye birakir.Spiral arterler daha sonra endotellerini
yeniler.Yeniden yapilanma ile kas i¢indeki dar liimenli spiral arterler,genisleyerek
diistik direngli hale gelmis uteroplasental damarlara doniisiir. Genisleyen spiral arterler
ve endometriyal damarlar arasindaki anastomozlar sayesinde kani lakiiner sistemin
diisiik direngli vaskiiler agina dagitan ve bdylece uteroplasental dolasim1 saglayan

maternal siniizoidler olusur (20).

Invazyon sirasinda EVT, farklilasmay1 ve istilay1 diizenleyen spesifik proteinleri
ekspresse eder. Bunlar arasinda integrin, hiicre dis1 matris antijenleri, matriks
metalloproteinazlar (MMP'ler) ve doniistiiriici biiyiime faktorii-beta (TGF-beta),
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF), VEGF reseptorleri ve insiilin benzeri

bliyiime faktorii gibi sinyal iletim proteinleri bulunur.

Desidua ve myometriyumu istila etmek i¢cin EVT, MMP proteaz ailesinin birkag
tiyesini kullanarak hiicre disi matriksi bozmalidir. Bu MMP'lerin aktivitesi, doku
inhibitorleri (TIMP'ler) tarafindan diizenlenir. Tim MMP'lerin bir inhibit6rii olan
TIMP-1 ve TIMP-2, desidual hiicrelerde ve EVT'lerde bulunmustur. Desidua,
trofoblast istilasin1 modiile eden lokal olarak etkili faktorleri (sitokinler, proteaz

inhibitorleri) salgilayarak EVT istilasini diizenler (21).

Blastokist invazyonu daha da derinlesirken, sinsityotrofoblastlarile cevrili EVT, solid

primer villuslart olusturur. Fertilizasyon sonrasi 12. giinde, sinsityotrofoblastlara



uzanan ve primer sinsityum yiizeyinde ¢ikinti yapan sitotrofoblast tomurcuklari,
lakiinler birlestikge karmasik bir labirent olusturur. Solid selliiler trofoblastik
kordonlar primer villuslari, 12. giinden sonra ekstraembriyonik mezodermden koken
alan mezenkimal kordlar trofoblast kolonlarini invaze ederek sekonder villuslar,
mezenkimal niikleuslar da anjiogenezis gergeklestikten sonra tersiyer villuslar
olusturur. Ortalama 17. giinde fetal kan damarlari islev kazanir ve plasentanin dolagimi
baglar. Fetal-plasental dolasim ,embriyonun kan damarlar1 koryonik damarlarla

baglantiya gegince tamamlanmis olur (20).

Plasental villus gebelik boyunca olgunlasir. Gebeligin yaklasik 17. haftasinda plasenta
ve fetlislin agirliklar1 birbirine esittir. Terme ulastiginda plasentanin agirligi, fetiisiin
agirliginin yaklagik altida biri kadardir. Matiir plasentanin maternal yiiziinde lob diye
adlandirilan, hafifce yiikselmis konveks boélmelerin sayist 10-38 arasinda
degismektedir. Bu loblar plasental septa ile farkli derinliklerle biitiiniiyle olmasa da
birbirinden ayrilir. Loblarin toplam sayisi, gebelik siiresince ayni kalir ve son
haftalarda daha yavasca da olsa her lob biiyiimeye devam eder.Bu lobiillerin her biri

primer villiislar tarafindan beslenen fonksiyonel tinitelerdir (20).

Plasental vaskiiler agda tromboz olusumu gebelik kaybina neden olabilir (22).
Intervilloz boslukta diisiik hizdaki kanin stazin1 ve pihtilasmasmi nlemek igin,
trofoblastlar aktif olarak antiagregan maddeler (ADPase, nitrik oksit ve karbon
monoksit) salgilar (23). Trofoblast yiizeyi ayrica antikoagiilan aktiviteye sahiptir.
Trofoblast yiizeyinde negatif yiiklii fosfolipidler eksprese edilir ve bunlar
pthtilasmanin intrensek yolagimi aktive edebilir. Ca?*/fosfolipid bagimli protein
ailesinin bir tiyesi olan Annexin A5, plasentanin villoz trofoblastinda negatif yiiklii bu
fosfolipidlere baglanarak tromboz ve homeostazin diizenleyicisi olarak burada

koruyucu bir bariyer olusturan bir antikoagiilan gorevi goriir (24).

Ik trimester sonuna gelindiginde, plasenta morfolojisi biiyiik dl¢iide tamamlanmustir.
Anormal plasentalar1 degerlendirebilmek i¢inse normal spektrumun iyi bilinmesi
gereklidir. Villoz parankimal lezyonlarin ¢ogu fetal ve/veya maternal dolasim

degisiklikleriile ilgilidir (16).



Plasental patoloji, yeterince kullanilmayan, yeterince anlagilmayan ve yeterince ele
alinmayan bir cerrahi alt uzmanlik alan1 olmaya devam etmektedir. Obstetri uzmanlari
tarafindan tibbi agidan zorlayici1 durumlardaki gebeliklerde plasental patoloji talepleri
hizla artmaktadir. Plasentanin dogru degerlendirilmesi, hem fetiis / bebek hem de anne
ile ilgili sorularin ve konularin iyi anlagilmasini gerektirir. Plasental patolojiden elde
edilen bilgiler, erken yenidogan bakiminda ve aile i¢in lireme planlamasinda kritik

olabilir ve risk degerlendirmesini saglayabilir (17).

2.2. Erken Gebelik Kayiplari ve Habitiiel Abortus

Erken gebelik kayiplari, kadinlar i¢in reprodiiktif donemin en yaygin sorunlarindan
biridir. Spontan abortus gebeligin en sik goriilen komplikasyonu olup, herhangi bir
miidahale olmaksizin, klinik olarak suprapubik agr1 ve uterin kramplara eslik eden
vajinal kanama ile fetiis ve eklerinin tamaminin veya bir kisminin kendiliginden
uterustan atilmasi, gebelige dair bulgu ve belirtilerin etiyolojide rol oynayabilecek
farkli nedenlerle kaybedilmesi olarak tanimlanir (25).

On ikinci gebelik haftasindan daha kiigiik gestasyonel haftalarda ger¢eklesen kayiplar
erken abortus, 12.-20. gebelik haftalar1 arasinda gerceklesen kayiplar ise geg¢ abortus
olarak siniflandirilmaktadir. Genis bir etyolojik ¢esitlilige sahip olan spontan abortus
goriilme sikligr %15-40 arasindadir. Spontan abortuslarin %62°si ise 12. gebelik
haftasindan once gergeklesmektedir. Wilcox ve ark., menstriiel dongii boyunca,
idrarda ardisik olarak 3 giin insan koryonik gonadotropini (hCG) degerlerinin 0.025
ng/mL’nin {izerinde bulunmasini erken gebelik olarak degerlendirmisler ve klinik
olarak tespit edilmeden gebeliklerin yaklasik %30-50’sinin, klinik olarak tani almis

gebeliklerinise yaklasik %15’inin diisiik ile sonuglandigini bildirmislerdir (26-28).

Abortus insidansini etkileyen faktorler arasinda anne ve baba yaslari, kotii obstetrik
oykii ve parental genetik nedenler gosterilebilir (29). Ozellikle annenin 18 yas altinda
veya 35 yas lizerinde olmasi, 6nceki gebelik kayiplarinin sayist ile iliskili olarak
abortus riski artis gostermektedir. Otuz bes yas lzerindeki kadinlarda oositlerin
kromozomal yaslanmasina bagli olarak, nitelikli oositlerin azalmasiyla andploidi
oraninin artisindan dolay1 abortus insidansinda belirgin bir artis izlenmektedir. Klinik

calismalara gore, abortus riski, kaybedilen her bir gebelikle beraber artar; yaygin



olarak 3 veya daha fazla sayida abortus oykisii olarak tanimlanan habitiiel
abortuslarda sonraki gebelik kaybi riskinin %30 ile 45 oranlarina kadar yiikseldigi ve

5-6 abortus sonrasinda insidansin %50’ nin {izerinde oldugu goriilmistiir (30, 31).

Tekrarlayan gebelik kaybi, en az iki ya da daha fazla gebeligin ardisik olarak
kendiliginden sonlanmasi olarak tanimlanir. Tim gebeliklerin %0,5-3"{inde goriiliir
(32). Baz1 yazarlar tarafindan ise birbirini izleyen en az 3 veya daha fazla spontan
abortus olarak tanimlanmaktadir (33). Tekrarlayan gebelik kayiplari, ¢iftlerin yaklagik
olarak %2’sini birgok yonden etkilemekte olan psikolojik, sosyal ve jinekolojik bir
sorundur (34). Reprodiiktif donemdeki kadinlarin ise yaklasik %1’ inde goriilmektedir.
Tekrarlayan gebelik kayiplarinin patogenezinde; genetik faktorler, yapisal uterin
anomaliler, kalitsal trombofililer, immiinolojik nedenler, endokrin nedenler,
enfeksiydz nedenler ve gevresel faktorler suglanmaktadir. Dogru ve sistematik klinik
incelemelerden sonra dahi tekrarlayan gebelik kaybi1 yasayan kadinlarin yarisinda

aciklayici bir neden saptanamamaktadir (35).

2.3. Erken Gebelik Kayb1 Etyolojisi

2.3.1. Genetik nedenler

Kromozomal anomaliler, abortuslarin etiyolojisinde en sik rastlanan neden olarak
goriinmektedir. On ikinci haftaya kadar yasanan kayiplarin %50°sinde, 12.—20. gebelik
haftalar1 arasinda gergeklesen kayiplarin %30’unda kromozomal anomali tespit
edilmektedir (36, 37). Materyallere ait kromozom bozukluklarinin %90’1n1 sayisal
(andploidi, triploidi, poliploidi) anomaliler olustururken, geriye kalan %10’u yapisal
anomaliler (translokasyon, inversiyon) ve mosaizmden kaynaklanmaktadir (38).
Sayisal anomaliler igerisinde en sik karsilagilan neden otozomal trizomiler (kromozom
13, 16, 22, 23) olup, siralamay1 monozomi X (45X) ve poliploidiler takip etmektedir
(39).

Anne yas1 ve gebelik haftasina gore degerlendirildiginde tekrarlayan gebelik kaybi
yasayan ¢iftlerdeki kromozomal anomali siklig1 genel popiilasyon ile benzer oranlarda
izlenmektedir (39). Bununla birlikte, bu giftlerin %4— 8’inde fetiiste kromozomal

anomaliye neden olabilecek parental genetik faktorler ile karsilagilmaktadir (40).



Tekrarlayan gebelik kayiplar ile iligkili parental kromozom anomalilerinden en sik

goriileni dengeli translokasyonlardir (41).

Reprodiiktif siirecte tek-gen veya poligenik faktorler, nadiren goriilseler de tekrarlayan
kayiplarinda rol oynadiklar1 i¢in 6nemlidirler. Bazi mutasyonlarin (Ehler-Danlos,
Marfan, myotonik distrofi, homosistiiniiri, Wilson sendromu, orak hiicreli anemi,

disfibrinojenemivs.) habitiiel abortus yagsanmasina sebep olabilecegi agiktir (42).

Habitiiel abortus Oykiisii olan hastalarda parental karyotip analizi ve konsepsiyon
iriiniiniin sitogenetik analizini igeren genetik arastirmalari en az lgiincii kez kayip
yasayan ¢iftlerde 6neren yonergeler bulunmaktadir (43). Drugan ve ark. ise iki abortus
yasayan hastalarda genetik inceleme yapilmasini1 6nermislerdir (44). Warburton ve
ark. da abortus sonras1 yapilan genetik danismanin etkinligini inceleyen ¢aligmalarmda
bir kez gebelik kayb1 yasayan hasta grubunda karyotip analizi yapilmasinin maliyet-

etkin olmadigini gostermislerdir (44).

2.3.2. Anatomik nedenler

Anatomik nedenler habitiiel abortuslarin %15’ inden sorumlu tutulmaktadir. Anatomik
nedenlerin bir kismin1 miillerian anomali gibi konjenital sebepler olustururken, bir
kismint uterin leiomyomlar, endometrial polipler, kiiretaj ya da enfeksiyonlar sonrasi

gelisen intrauterin adezyonlar gibi edinsel sebepler olusturur.

Uterin septum, tekrarlayan gebelik kayiplartyla iliskili olarak goriilen en sik konjenital

anomaliolup, ayn1 zamanda en kolay diizeltilebilen anatomik sorundur (45).

Bikornuat veya unikornuat uterusa sahip kadinlarin gogunda obstetrik prognoz gorece
daha iyi oldugundan ve bu yapisal anomalilerin onarimi daha invaziv, komplikasyon

riskininise fazla olmasindan dolay: cerrahi rutin olarak énerilmemektedir.

Servikal nedenlerin basinda gelen servikal yetmezlik ise spontan abortuslarda %0.2
sikliginda izlenirken, habitiiel abortuslarin %8-15’inden sorumludur (46). Obstetrik
oykiisiinde 2. trimester gebelik kaybi1 olan, uygun kriterdeki kadinlarda cerrahi olarak

serklaj tercih edilebilir.



Leiomyomlarin tekrarlayan gebelik kayiplar1 tizerindeki etki mekanizmasi: bolgesel
olarak kan akiminin bozulmasiyla agiklanmistir (47). Ancak uterin leiomyomlarm
habitiiel abortusa sebep oldugunu gosteren kesin kanitlar bulunmamaktadir. Genel
olarak submiikoz myomlar tek ve boyutlar1 kiigiik ise histereskopi ile myomektomi
cerrahisi onerilebilir ancak risklerinin faydasindan ¢ok olmasi nedeniyle tartigma

konusu olmaya devam etmektedir (48).

Endometriumun herhangi bir sebeple zedelenmesi intrauterin adezyonlara neden
olabilir. Intrauterin adezyonlardaki habitiiel abortus mekanizmasi fonksiyonel uterus
hacminin azalmasi ve plasental yetersizlige neden olabilecek endometrial fibrozistir
(49). Kiiretajin en sik nedeni olarak spontan abortuslar éne ¢ikmaktadir. Intrauterin
adezyonlar ¢cogunlukla abortus Oykiisii sonrasi edinsel olarak olusurken, daha sonra

intrauterin adezyonlar habitiiel abortusa sebep olmaktadir (49).

Intrauterin  adezyonlarin daha yaygmn klinik prezentasyonu ise menstruel
diizensizlikler ve/veya infertilitedir (50). intrauterin adezyonlarda obstetrik prognoz
cogunlukla kotiidiir ancak histereskopik adezyolizis ile bir miktar diizelme miimkiin

olmaktadir. Prognozu genellikle hastalik derecesi belirler.

2.3.3. Enfeksiyoz nedenler

Herhangi bir bakteriyel veya viral enfeksiyon siklikla asendan yoldan alt genital
traktus ve uterusa yayilarak spontan abortusa sebep olabilir. Ancak enfeksiyoz
ajanlarin habitiiel abortusta rol oynadigina dair kesin kanitlar bulunmamaktadir.
Habitiiel abortus dykiisii olan hastalarda enfeksiyonlar nadiren karsimiza ¢gikmaktadir.
Enfeksiyonlarin gebelik kaybina neden olabilecegi yoniinde bilgiler mevcut olsa da
calisma sayis1 azdir. Abortusa sebep olabilecek bir¢ok organizmasiralansa da iizerinde
fikir birligi saglanmis bir ajan yoktur (51). Giincel literatiir bilgilerine gére bu hasta

grubunda rutin enfeksiyon taramasinin yeri yoktur (25).

2.3.4. Cevresel faktorler
Cevresel faktorlerin gebelik iizerindeki etkileri konusunda yiiksek kalitede kesin
kanitlar yoktur (25).
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Sigara ve abortus arasinda olasi iliskiyi inceleyen arastirmalarda sigara tiikketiminin
doza bagimli olarak gebelik prognozu iizerinde negatif etkilerinin oldugu bildirilmistir
(52). Ozellikle gebeligin ilk on iki haftasinda giinde 10 adetten fazla sigara igmenin

abortus riskinin 1,4 kat arttirdigini bildiren ¢alismalar mevcuttur (53).

Haftalik olarak ortalama 5 birim veya daha fazla alkol tiiketimi ve giinde 375 mg tizeri
kafein tiiketiminin de erken donemde abortus insidansini arttirdigini bildiren
calismalar mevcuttur (54, 55). Gebeligin ilk 8 haftasinda alkol kullaniminin spontan
abortus ve fetal anomalilere sebep olabilecegi gosterilmistir (56). Bununla birlikte
gebelik boyunca diisiik miktarda alkol tiikketiminin prospektif olarak incelendigi bir

calismada ise abortus riski ile arasinda anlamli bir iliski olmadigi bildirilmistir (57).

Kafein tiikketimi ile abortus insidansi arasindaki baglantiy inceleyen ¢calismalarda fazla
miktarda kafein tiiketiminin, spontan abortus riskini 2 kat arttirdig: izlenmistir (55).

Kafein tiikketimi ve abortus iliskisine kuskulu yaklasan arastirmalar da mevcuttur (58).

Diger olast nedenlere yonelik ¢alismalarda isotretinoin kullanimi, artmis spontan
diisiik insidansi ile iligkili bulunmustur (59). Giincel bilgilere gore, 5 Rad’in altinda
bir radyasyon dozunda malformasyon, biiylime geriligi veya diisiik a¢isindan artmis
bir fetal risk yoktur (60). Egzersiz programlari ise abortus insidansini arttirmaz iken,
yatak istirahati ve mobilizasyonun kisitlanmasinin habitiiel abortus riski tizerinde

etkisi olmadigi gosterilmistir (61).

2.3.5. immunolojik nedenler

Habitiiel abortusa neden olabilecek alloimmiin mekanizmalar iginde; ilk olarak anne
ve baba arasindaki insan 16kosit anijeni (HLA) uyumu akla gelmekle birlikte maternal
blokan antikor yoklugu da sebep olarak gosterilebilir (62). Bu mekanizmalar
konsepsiyonel iiriinlin anne tarafindan semiallojenik graft olarak taninarak
immiinolojik reddine dayandirilmaktadir. Alloimmiinizasyon taramasi1 ve
immiinolojik nedenlere yonelik tedavinin gebelik prognozunu diizeltecegine dair kamt
yoktur. Prospektif bir c¢alismada 16kosit immiinoterapisinin (annenin paternal
16kdsitlerle immiinizasyonu) klinikte katkist olmadigi ve intravendz immiinglobulin
(IVIG) tedavisinin etkinligini de destekleyen genis bir ¢calisma olmadig1 gbz Oniine

alindiginda,tedavi yaklasiminda bu segenekler giincel olarak onerilmemektedir (63).
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Antifosfolipid sendrom diginda immiinolojik nedenlerin habitiiel abortusla gii¢lii bir

iligskisi bulunmamaktadir.

Habitiiel abortus oykiisii bulunan kadinlarda, antifosfolipid antikor sendromunun
insidans1 % 7-25’tir (64). Vaskiiler tromboz ve/veya rekiirren abortus disinda,
intrauterin gelisme geriligi (IUGR), preeklampsi gibi obstetrik morbiditelere de yol
acabilen ve anormal laboratuvar bulgusu olarak antifosfolipid antikor (APA)
konsantrasyonlarinin yiiksek oldugu otoimmiin bir hastaliktir. Uteroplasental
dolasimda tromboz olusumuyla ve dolasimda yiiksek miktarda izlenen antikorlarn,
trofoblastik hiicrelerin spiral arterlere invazyonunu engelleyerek obstetrik prognoza
etki ettigi diisiiniilmektedir. Kombine diisiik doz aspirin ve heparin tedavi rejiminin

APAS hastalarinda abortus insidansini azalttigina dair bulgular mevcuttur (31, 64-66)

2.3.6. Koagiilasyon sistemi bozukluklar:

Kalitimsal trombofililer habitiiel abortus nedenleri igerisinde tedavi sansi miimkiin
olan hastaliklardandir. Sistemik trombozise ve rekiirren abortusa neden olan bu
hastaliklar, Faktor V Leiden mutasyonu, protein C rezistansi, protein C/protein S ve
antitrombin Il eksikligi, hiperhomosisteinemi, protrombin gen mutasyonu ve faktor
12 eksikligi olarak siralanabilir (32, 66-68).

Kalitsal trombofili sebepleri igerisinde en sik goriilen Faktor V Leiden mutasyonu ve
habitiiel abortus arasinda pozitif korelasyon oldugunu gosteren pek ¢ok calisma
mevcuttur (69). Edinsel trombofili sebepleri arasinda ise en sik olarak patogenezinde
otoimmiin faktorlerin de etkili oldugu; Sistemik Lupus Eritomatozus (SLE) ve
Antifosfolipid sendrom (APAS) goriilmektedir (66).

Habitiiel abortus 6ykiisii bulunan hastalarda profilaktik olarak rutin aspirin tedavisinin
faydali olduguna dair kesin bir bulgu yoktur (2). Calismalar heparinin aspirinden daha
etkili, aspirin ve heparinle ikili tedavinin de ayr1 ayri1 uygulamalardan daha etkili
oldugunu gostermistir (4,43, 70-72) Aspirin ve diisiik molekiiler agirlikli heparin ikili
tedavisi ge¢ donemde gebelik kaybi yasayan ve antifosfolipid sendromu (edinsel
trombofili) birlikteligi olan hastalarda yararli bulunmustur (73). Tromboembolik
Oykiisii olmaksizin rekiirren abortus geciren hasta grubuna ve genetik trombofili tanili

hastalara profilaksi amaciyla tedavi 6nerilmemelidir (43).
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Gebeligin sekizinci haftasina kadar uteroplasental kan akiminin baglamadig: i¢in
trombofiliye bagli trombozlar erken gebelik kayiplarini agiklayamamaktadir (74).
Yapilan bir metaanaliz sonucuna gore trombofililerin ikinci trimester ve sonrasinda
ge¢ donem gebelik kayiplariyla daha ¢ok baglantili oldugu gosterilmistir (75, 76)

Sonug olarak se¢ilmis vakalarda trombofili taramasi yapilmalidir.

2.3.7. Endokrin faktorler
Spontan abortuslarin yaklasik %10’unda endokrinolojik nedenler etkilidir. Diabet,
tiroid disfonksiyonu, polikistik over sendromu (PKOS), luteal faz defekti, obezite ve

hiperprolaktinemi artmis abortus insidansti ile iligkili bulunmustur (77).

Yapilan ¢alismalar, insiilin bagimli hastalarda kan glukoz diizeyleri regiile
tutuldugunda ilk trimester kayiplarinin kontrol grubundan farkli olmadigini ancak,
yiiksek Hb Alc seviyelerinin oldugu kontrolsiiz diabette spontan abortus riskinin

arttigin1 gostermektedir (77, 78).

Hipotiroidi ve hipertiroidi de rekiirren abortus nedenleri arasindadir. Siklikla medikal
tedavi ile gebelik prognozunu giivenli ve kolayca diizelttiginden dolay:r bu hasta
grubunda altta yatan nedeni bulmaya yonelik tetkikler arasina tiroid stimiilan hormon

(TSH) da eklenmelidir (79, 80).

Luteal faz defektinin erken donem abortuslar ve infertilite tizerinde etkili olup
olmadig1 hakkinda tartismali goriisler vardir. Tam kriterlerinin standart olmamast,
uygun medikal tedaviye ragmen anlamli bir fayda izlenmemesi, tekrarlayan kontrolli
caligmalarda etiyolojideki olasi roliiniin kesinlik kazanamamasi, luteal faz
yetmezliginin habitiiel abortus patogenezinde etkili bir rol oynamadigim
diistindiirmektedir (81). Bu nedenle olgularin degerlendirilmesinde luteal faz
yetmezligine yonelik klinik test ve arastirmalarin pratik uygulamada yer almasi tavsiye
edilmemektedir (82).

PKOS’lu olgularinda, tekrarlayan gebelik kaybinin mekanizmasi bilinmemektedir,
ancak liiteinize hormon (LH), hiperandrojenemi ve insiilin direnci iliskisi olabilir (83).
PKOS ve insiilin direnci izlenen hastalarda metformin tedavisinin yararli oldugunu

bildiren ¢alismalar mevcuttur (84). Bununla birlikte, iyi tasarlanmis bir baska ¢alisma,
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klomifen ile karsilastirildiginda metforminin diisiik insidansini azaltmada hig¢bir yarar
olmadigini gostermektedir ve boylece insiilin direncinin gebelik kaybi tizerindeki rolii
hakkinda siiphe uyandirmaktadir (85). Klinik ve laboratuar olarak PKOS agisindan

degerlendirme yapilmasi, obez hastalarda ilk basamak olarak kilo vermesi onerilebilir.

Hiperprolaktinemi, overlerden progesteron salinimini inhibe ederek (luteal faz
yetmezligi olusturarak) endometrial defektlere neden olabilse de habitiiel abortus
etiyolojisindeki rolii kesin olarak gosterilememistir. Habitiiel abortus ile birlikte
hiperprolaktinemi Oykiisii bulunan hastalarla yapilan randomize kontrollii bir
calismada, bromokriptin ile tedavi edilmis grupta daha yiiksek gebelik oranlar1 elde
edilmis olsa da sonuglari ¢eliski farkli ¢alismalar mevcuttur (80,86).

Tiim bu multidisipliner detayl1 klinik arastirmalara ragmen habitiiel abortus dykiisii
bulunan hastalarin 6nemli bir kisminda (%40-50) herhangi bir neden
gosterilemeyebilir (31). Agiklanamayan habitiiel abortus 6ykiisii olan ¢iftlere, higbir
tedavi uygulanmasa bile basarili bir gebelik sansina sahip olduklar1 tekrar

hatirlatilmalidir (32).

2.4. Kisspeptinler

Kisspeptinler, KISS1 geni (1q32) tarafindan kodlanan bir noropeptid ailesidir. Bu
genin Oncil triinii 145 amino asit igeren KISS1 proteinidir. KISS1 geninin 54 amino
asitlik Urinii metastin, meme kanseri ve melanoma metastazini baskilar, Kiss
kelimesindeki “ss” takisi bu siipresor diziyi (suppressor sequence) ifade etmektedir
(64, 75).

Kisspeptinin santral sinir sistemi ile birlikte testis, over, pankreas, barsaklar, karaciger,
kalp, akciger, kas, bobrek ve en yogun olarak da plasentada sentezlendigi gosterilmistir
(87). Kisspeptinlerin gebelikte major kaynagi plasentadir. Trofoblastimplantasyonunu
ve invazyonunu kontrol ettigi diisiiniilmektedir. Plasental kisspeptin-10’un kollajenaz
aktivitesi ve ilk trimesterde trofoblast hiicrelerin migrasyon ve invazyonu azalttig
gosterilmistir (88). Gebe olmayan kadinlarda ve erkeklerde plazma Kkisspeptin
konsantrasyonu diisiiktiir; ortalama kisspeptin konsantrasyonu 1,3 pmol/L olarak
bulunmustur. Gebelikte ise bu diizey 6nemli derecede artar; ilk trimesterde maternal

plazmadaki ortalama kisspeptin diizeyi 1230 pmol/L, ikinci trimesterde 4590 pmol/L,
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iclincii trimesterde ise 9590 pmol/L olarak saptanmistir. Postpartum 5. giinde ise
plazma kisspeptin diizeyinin (7,6 pmol/L) normale déndiigii bildirilmistir. Uretiminin

gebelikte cok erken bagladigina dair kanitlar vardir (89).

Kisspeptin reseptorii araciliiyla etki eden kisspeptinin, gonadotropin salgilatici
hormonun (GnRH) salinmasini uyardigi bilinmektedir. Hipotalamustaki noronlar
tarafindan sentezlenen peptid yapidaki Kisspeptin,pulsatil GnRH salinimi yan1 sira
folikiil uyarict hormon (FSH) ve luteinize hormon (LH) salinimini da diizenlemektedir
(90).Pubertenin baslangicinda kisspeptinin etkili oldugu goriilmektedir (91, 92).
Insanlarda, Kisspeptin hormonunu kodlayan KISS1 genindeki veya Kisspeptin
reseptoriinii kodlayan KISS1R genindeki mutasyonlar, idiyopatik hipogonadotropik

hipogonadizm nedeniyle pubertal gelisimin olmamasina neden olur (93, 94).

Tim bunlar Kisspeptinlerin plasentadan tiiretilmis hormon oldugunu ve
implantasyondan doguma kadar iireme-ndroendokrin aks {iizerinde Onemli bir

fizyolojik role sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Trofoblast invazyonu, tiimor metastazina olduk¢a benzerdir. Kisspeptinler adezyonu
uyarip, hiicrelerin bir arada kalmasini saglayarak tiimor metastazini sinirladig gibi
trofoblast invazyonunu da engeller (88). Tiim kisspeptinler arasinda yiiksek oranda
bulunan Kisspeptin Kp-10, trofoblast invazyonunun diizenlenmesinde 6nemli roli

oldugunu diisiindiiren en giiglii invazyon inhibe edici etkilere sahiptir (95).

Plasenta tarafindan {iretilen kisspeptinlerin gebelikteki rollerinin arastirilmasi,
implantasyon siirecini anlamamiza yardimc1 olacak ve gebelik komplikasyonlarmin

tedavisinde yeni yaklasimlarin olusmasina katkida saglayacaktir (96).

2.4.1. Folikiiler fazda Kisspeptin

Kisspeptin ndronlari esas olarak preoptik alanda ve hipotalamik ¢ekirdekte bulunur ve
GnRH néronlarinin diizenleyicileri olarak etki eder (97). GnRH néronlarinin 6strojen
ve progesteron reseptorlerinden yoksun olmasi ve bu nedenle serum seks steroid
konsantrasyonlarina dogrudan yanit verememesi nedeniyle, bu diizenleyici yolaktaki

molekiiliin Kisspeptin oldugundan siiphelenilmektedir (98, 99). Bu anatomik
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bolgelerin her ikisinde de serum Ostrojen ve progesteron konsantrasyonlarinn,

kisspeptin aracili GnRH sekresyonunu diizenledigi gosterilmistir (100).

Folikiillerin gelismedigi erken folikiiler fazda, kisspeptin seviyeleri disiiktiir (101,
102). Zhai ve ark. baskin folikiiliin ¢ap1 1.2 cm'ye ulastiginda kisspeptin diizeylerinin
belirgin bir diizeyde arttigini gostermistir (102). Periovulatuar donemde Kisspeptin
seviyeleri yiikselir ve baskin yumurtalik folikiiliiniin gelisimini 6ngérme potansiyeline
sahip olabilir (101-103). Dhillo ve ark. saglikli kadinlara ekzojen kisspeptinin
uygulanmasinin gonadotropin sekresyonunun artmasiyla sonu¢landigini gostermistir;

bu yanit, yumurtlama dncesi fazda en giigliidiir (104).

Meczekalski ve ark. Kisspeptin ve LH'nin birlikte salgilandigini1 géstermistir (100).
Bagska bir galisma, kisspeptin reseptoriiniin (KISS1R) bloke edilmesinin, pulsatil LH
sekresyonunu durdurdugunu gdstermistir (105). GnRH ve kisspeptin noéronlar
arasindaki baglantiya dair topografik kanitlar da vardir - birkag tiirde, GnRH nd6ronal
aksonlarinin, kisspeptin ndronlarinin bulundugu arkuat ¢ekirdekten, GnRH'nin
salgilandig1 medyan eminense kadar uzandig1 gosterilmistir (98). Insan calismalari, bu
noroanatomiyi tim GnRH noéronlar1 igin gostermemistir; ancak bu, insanlarda

kisspeptin noronal baglantilarinin daha karmasik olmasindan kaynaklanabilir (100,
106).

2.4.2. Ovulasyonda Kisspeptin
Dongiinlin  ortasinda, yumurtlama o6ncesi folikiil tarafindan salgilanan Ostrojen,

sonunda GnRH ndéronlarinin pulsatil GnRH salgisindan siirekli salgiya gecisini

tetikler.

Yiiksek konsantrasyonlarda GnRH'nin siirekli salgilanmasi 24 saatten fazla siirer ve
hipofiz bezini yiliksek seviyelerde LH salgilamasi igin tetikler (107). LH piki
nihayetinde yumurtlamay1 tetikleyen seydir (108). LH artis1 ayn1 zamanda evde
yumurtlama tahmin etme kitlerinin de hedefidir (102). Bu ardisik hormon salinim
iliskisinin oncelikle kisspeptin tarafindan diizenlendigi diistiniilmektedir; aslinda,
Kisspeptin bugiine kadar kesfedilen GnRH ndronlarinin en gii¢lii aktivatoriidiir (109).
Folikiiler faz sirasinda ylikselen Ostrojen seviyelerinin, Kisspeptin ndronlarmi

uyardigindan siiphelenilmektedir, bu noronlar daha sonra GnRH artisini1 baglatmak
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icin GnRH noronlarini aktive etmektedir (108). Bunun aksine, Kisspeptini bloke eden
bir monoklonal antikor uygulamasinin sican modellerinde ovulasyonu 6nledigi

gosterilmistir (110).

Kisspeptinin periovulatuar/ovulatuar fazin bir biyobelirte¢ olarak yararli olabilecegi
varsayilmaktadir (102). Bu klinik olarak faydali olacaktir ¢iinkii kisspeptin LH'den
once yikselir ve bu nedenle yumurtlama zamanini ger¢eklesmeden once tahmin
edebilir. Zhai ve arkadaslarina gore, Kisspeptin 11. giinde, LH ise 14. giinde
yiikseldiginde ovulasyon olasiligi artar (102). Karsilastirildiginda, Goto ve ark. bir
kisspeptin antagonistinin uygulanmasinin, yumurtalik folikiillerinin kiigiilmesine ve

ovulasyonun gecikmesine neden oldugunu gosterdi (111).

2.4.3. Luteal fazda Kisspeptin ve implantasyon

Kisspeptin endometriumun epitelyal ve stromal hiicrelerinde eksprese edilir, ancak
myometriumda eksprese edilmez (112). Endometriumda Kisspeptin ekspresyonu
proliferatif ve erken sekretuar fazlarda yoktur, ancak ge¢ sekretuar fazda bol hale gelir
(113, 114). Bu, implantasyon i¢in endometriyal dokunun hazirlanmasinda kisspeptinin
potansiyel roliinii gosterir. Ekzojen kisspeptin uygulamasinin, Kisspeptin eksprese
eden trofoblast hiicrelerinin uterus dokusunda bulunan kollajene yapismasim
giiclendirdigi gosterilmistir (115). Implantasyondan hemen sonra, kisspeptin
diizeylerinin yiikseldigi bilinmektedir; bu, desidualizasyon siirecinde kisspeptinin

dahil oldugunu diistindiiriir (116).

Kisspeptin hiicresel cogalma ve biiyiimenin diizenlenmesindeki islevi de plasentasyon
siirecinin ayrilmaz bir pargasidir. Erken plasenta, trofoblastlarmn istila ve gdcilinii
kontrol altinda tutmak i¢in yliksek seviyelerde kisspeptin ifade eder (117). Kisspeptin,
timii trofoblast proliferasyonunda yer alan sinyal proteinleri olan kollajenazlarn,
matris metalloproteinazlarin ve vaskiiler endotelyal biiyliime faktoriiniin aktivitesini
azaltir (88, 118). invazyon ve invazyonun dnlenmesi arasindaki bu énemli ve hassas
denge, plasentasyon siirecinin yan1 sira maternal uterin duvarin uygun sekilde yeniden

sekillenmesi i¢in esastir (115).
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2.4.4. Gebelikte Kisspeptin

Maternal kisspeptin seviyeleri gebelik boyunca dramatik bir sekilde yikselir,
dogumdan sonraki 15 giin iginde ise normale doner (112). B-hCG'den farkli olarak,
Kisspeptin seviyeleri istikrarli bir sekilde yiikselir ancak plato olusturmaz (119).
Maternal kisspeptinin birincil kaynaginin plasenta dokusu oldugu ve maternal
kisspeptin diizeylerinin canli plasental doku hacmini yansittig1 disiiniilmektedir (114,
120). Kisspeptin, plasenta invazyonu ve apoptoz ile iliskisi nedeniyle gebelikte bir

biyobelirteg olarak yararli olabilir (121).

Jayasena ve ark. erken gebelik tespit edilen kadinlarda, spontan abortus gergeklesen
ve intrauterin gebeligi devam edenleri karsilastirmis; maternal plazma kisspeptinin
aborte eden kadinlarda 6nemli 6lglide daha diisiikk oldugunu gostermistir (122). Bu
calismada ayrica maternal kisspeptin seviyeleri abortus riskini saptamada f-hCG'den
daha yiiksek tanisal performansa sahip bulunmustur (122). Wu ve ark. tekrarlayan
erken gebelik kaybi1 olan kadinlarin, intrauterin gebeligi devam eden kadinlara gore
desidual kisspeptin ekspresyonunun azaldigini gosterdi (123). Yine Kavvasoglu ve
ark. yaptig1 bir diger ¢alismada saglikli gebeliklere kiyasla aborte eden kadinlarda
maternal kisspeptin diizeylerinin azaldigin1 gostermistir (124). Sullivan ve ark. da
maternal Kisspeptin diizeylerinin gebelik yas1 ve fetal canliligin devami ile pozitif

korelasyon gosterdigini dogruladi (119).

Ektopik gebelik durumunda Kisspeptinin biiyiik 6lglide azaldig gosterilmistir (125).
Romero-Ruiz ve ark. ektopik gebeligi olan bireylerde kisspeptin seviyelerini aragtirdi.
Saglikli kontrollerde annede gebeligin ilk {i¢ ayinda kisspeptin diizeylerinin kademeli
olarak arttigini bulmuslardir. Ancak dis gebeligi olanlarda kisspeptin seviyeleri
baskilanmistir. Kisspeptin ile B-hCG seviyeleri korelasyonunun, ektopik gebeligin

zamaninda teshisi i¢in daha iyi bir modalite saglayabilecegini 6ne stirmiislerdir (125).

Kisspeptin ayrica preeklampsi riski tasiyan kadinlari belirlemede tanisal fayda
saglayabilir. Qaio tarafindan yapilan bir ¢alisma, preeklamptik term gebeliklerin
plasentalarinin saglikli gebeliklere kiyasla 6dnemli Olgiide daha diisiik kisspeptin
seviyeleri ifade ettigini géstermistir (126). Bu bulgular, saglikli gebe hastalara kiyasla
preeklamptik hastalarda daha diisiik KISS1 ekspresyonu gosteren Farina ve ark.
tarafindan yeniden dogruland1 (127). Matjila ve ark. preeklamptik gebeliklerde
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maternal serum kisspeptin seviyeleri ile plasental kisspeptin ekspresyonu arasindaki
iligkiyi arastirmislar ve preeklamptik plasentalarin yiiksek kisspeptin ekspresyonu
oldugunu, ancak diisilk maternal kisspeptin seviyeleri gosterdigini buldular (128).
Hasta gruptaki plasentalarda yiiksek kisspeptin ekspresyonunun trofoblast
invazyonunu engelleyebilecegi ve preeklampsi gelisimine katkida bulunabilecegi
tahmin edilmektedir (115, 128). Bu nedenle Kisspeptin, preeklampsi riski hakkinda

Ongorii sunma potansiyeline sahiptir.

2.4.5. In-vitro fertilizasyonda Kisspeptin

Reprodiiktif sistem tizerindeki belirgin rolii nedeniyle, yardimer iireme teknolojisinde
biyolojik bir ara¢ olarak kisspeptinin kullanimina ilgi vardir. Ekzojen kisspeptin, in-
vitro fertilizasyon (IVF) uygulanan kadinlarda oosit olgunlasmasini tetiklemek igin
kullanilmi1s ve ¢ok diisiik oranlarda over hiperstimiilasyon sendromu (OHSS) gelistigi
goriilmistiir (120, 129). Oosit olgunlagmasi, bir oositin metafaz I'den metafaz Il'ye
gegis siirecidir; bu siiregte oosit dollenme yetenegine sahiptir (129). Jayasena ve ark.
tek bir kisspeptin bolusunun, IVF uygulanan kadinlarda oosit olgunlagmasim
indiikleyen bir LH dalgasi iiretebildigini gosterdi (120). Kisspeptin'i etkili bir
olgunlagma tetikleyicisi olarak etiketleyen ilk ¢alisma oldugu icin bu 6nemli bir
caligmaydi. Kisspeptin su anda GnRH sekresyonunun en gii¢lii uyaricisi olarak kabul

edilmektedir (130, 131).

OHSS, IVF tedavisi sirasinda ciddi bir olumsuz olay olarak kabul edilir ve tipik olarak
oosit olgunlagmasi icin tetikleyici olarak hCG kullanimi ile ilgilidir. Bu sendrom,
plevral efiizyon, asit, bobrek yetmezligi ve ciddi vakalarda 6liimle sonuglanabilen asirt
vaskiiler gecirgenlik ile karakterizedir (129). Bu vaskiiler gegirgenlik, yumurtaliktan
hCG aracili vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) saliniminin olumsuz bir
etkisidir (132). Kisspeptinin, ovulasyon indiiksiyonu i¢in bir tetikleyici olarak
kullanildiginda OHSS riskini énemli 6l¢iide azaltan yumurtalik VEGF {iretimini
dogrudan inhibe ettigi gosterilmistir (133). Ayrica, kisspeptin, bireyin kendi GhnRH
rezervlerine bagli olarak bir LH artisini tetikleyen ve yumurtaliklar1 asir veya

patolojik olarak uyarmasi olasi olmayan endojen GnRH'yi serbest birakmak iizere

hareket eder (134).
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3.HASTALAR VE YONTEM

3.1. Etik Kurul Onay, Olgularin Calismaya Dahil Edilme Olciitleri, Gruplarmn
Olusturulmasi

Bu calisma Ondokuz Mayis Universitesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan
incelenmis, Kurulun 25/03/2021 tarih ve OMU KAEK 2021/139 nolu karar ile
calismanin gergeklestirilmesinin uygun olacagina karar verilmis, kurul onayindan
gecen onam formlar1 hazirlanmistir. Calisma Ondokuz Mayis Universitesi Bilimsel
Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan desteklenmistir. Bu Karar
dogrultusunda ve gercgeklestirilen gii¢ analizi neticesinde ¢aligsmamiz 60 goniillii kadin
hastanin katilimi ile gergeklestirilmistir. Calismanin amaci tam olarak agiklandiktan
sonra hastalardan veya hasta yakinlarindan bilgilendirilmis yazili onam alindi.
Calisma evrenini habituel abortus Oykiisii olan ve olmayan gebe kadinlar

olusturmaktadir. Deney grubunda goniilliilerin ¢alismaya dahil edilme kriterleri;

e GoOntlliiniin habituel abortus Oykiisii olmasi,
e Gebeligi miada kadar ulasarak canli dogum yapmis olmast,
e 18-40 yas arasinda olmast,

e Viicut kitle indeksinin 30 kg/m?’den az olmasidur.

Gondilliilerin ¢alismaya dahil edilmeme kriterleri ise;

e Antifosfolipit sendromu saptanmasi,

e Tespit edilmis uterin anomalisi bulunmasi,

e Bilinen genetik bir patolojiye sahip olunmasi,

e Herhangi bir uterin anomalisi, genetik patolojisi ve antifosfolipit sendromu
nedeniyle hastanin abortusu olmasi,

e Maternal diabet, hipertansiyon, bobrek ve karaciger hastaligi bulunmast,

e Gebelik takibinde preeklampsi, IUGR, gestasyonel diyabet gelismesi olarak

belirlenmistir.

Caligmaya dahil edilecek goniillii say1s1 gerceklestirilen power analizi sonucuna gore
belirlenmistir. Power analizi sonuglarina gore, deney grubunda habitel abortus oykiisii

olan ve gebeligi terme ulasan kisilere ait 20 plasenta 6rnegi, ilag+deney grubunda
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habitel abortus Oykiisii olan ve gebeligi boyunca diisiik molekiil agirlikli heparin
(DMAH) alarak terme ulasan kisilere ait 20 plasenta 6rnegi ve kontrol grubunda
habitel abortus oykiisii olmayan ve terme ulasan kisilere ait 20 plasenta Ornegi

calismaya dahil edilmistir.

3.2. Plasenta Orneklerinin Toplanmasi

Calisma kapsaminda plasenta &rnekleri, Mart-Haziran 2021 arasinda OMU Kadin
Hastaliklar1 ve Dogum Ana Bilim Dali’na bagvuran ve dogum yaptiktan sonra plasenta
orneklerinde incelemenin yapilmasina olur veren gonillii hastalardan toplanmistir.
Cerrahi islem sonrasi temin edilen plasenta 6rnekler, %4’liik formaldehit igerisine

konularak, islemlerin yapilacagi giine kadar muhafaza edilmistir.

3.3. Plasenta Orneklerinin Rutin Histolojik Doku Takip Prosediirleri ile Analize

Hazir Hale Getirilmesi

Plasenta orneklerinden 6rnekleme standart bir uygulama ile gergeklestirilmistir. Her
plasenta 6rneginde, gébek bagina esit mesafede, umblikal kordun alt, Gist, sag ve sol
taraflarinda derinlikli olarak doku o6rneklemesi yapilmistir (Sekil 1). Orneklerin
tamami toplandiktan sonra, OMU Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Ana Bilim
Dali’nda rutin histolojik doku takibi ger¢eklestirilmistir (Tablo 1).
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Sekil 1. Plasenta dokusunda 6rnekleme isleminin gosterimi

Tablo 1. Dokularin histolojik rutin takip protokolii

DOKU TAKIiP

MATERYALI
Dehidratasyon %70 alkol 2 saat
%80 alkol 1 saat
%96 alkol 2 X 1 saat
%100 alkol 2 x 1 saat
Seffaflandirma Ksilen 2 x 15 dakika
Sertlestirme Parafin (s1v1) 1 saat
(paraplast)
Bir gece
Parafin (oda 1s1)
2 x 1 saat
Parafin (s1v1)

Bu kapsamda ornekler 8 saat akar su altinda yikandiktan sonra %70’lik alkolde bir
gece bekletilmistir. Takiben, 6rnekler sirayla artan yilizdelerde alkole tabi tutulup (%
50, 70, 90 ve 100 /Sigma-Aldrich, ABD), 1 saat siiresince 2 defa ksilene (Merck,
Darmstadt, Almanya) konularak ve ardindan parafinle muamele edilmistir. Ardindan
doku, parafin bloklara gémiilmiistiir. Daha sonra pilot ¢alismada, kesit sayis1 ve kesit

aralig1 sistematik rastgele 6rnekleme ile belirlenmistir.

LeicaRM 2125RT (Leica, Nussloch, AlImanya) model mikrotom ile kesitler alinmistir.
Doku takip islemlerinden sonra elde edilen olan bloklar mikrotom araciligiile 5 pm
kalinliginda kesilmistir. Pilot calisma neticesinde kesit orneklem araligi belirlenmistir.
Uygun kesit 6rneklem araligi ile sterolojik analizler igin seri kesitler alinmistir.
Analizler i¢in alinan kesitler Hematoksilen ve Eozin ile boyanirken, kesit 6rneklem

araliklarinda ise immiinohistokimyasal analizler i¢in keSit alinmistir.
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3.4. Orneklerden Elde Edilen Kesitlerin Uygun Boyama Prosediirleri ile Boyanmasi

Alnan kesitler, dokudaki yapisal ve sayisal degisimleri histolojik olarak analiz etmek
icin Hematoksilen ve Eozin ile boyanmistir. Bu kapsamda Tablo 2’de belirtilen

protokol izlenmistir.

Kesitler uygun bir sekilde boyandiktan sonra entellan ve lamel yardimi ile
kapatilmistir. Olympus BH2 model mikroskop ile goriintiilleme 151k mikroskobik

degerlendirme yapilmistir.

Tablo 2. Kesitlerin Hematoksilen ve Eozin ile boyanma protokolii

DOKU TAKIP

MATERYALI

Deparafinizasyon Ksilen 2 x 15 dakika
%100 alkol 10 dakika
%96 alkol 10 dakika
%80 alkol 10 dakika
%70 alkol 10 dakika
Distilesu 10 dakika

Boyama Hematoksilen 3 dakika
%70 alkol 30 saniye
Eosin 10 saniye

Rehidrasyon %70 alkol 10 dakika
%380 alkol 10 dakika
%96 alkol 10 dakika
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%100 alkol 10 dakika

Ksilen 10 dakika

Ksilen 10 dakika

3.5. Dokudaki Yapisal Degisikliklerin Degerlendirilmesi

Sistematik rastgele 6rnekleme yoluyla her plasental bloktan ii¢ boliim segildi ve bolim
basina on iki mikroskop alani yakalandi (20x hedef). Her kesit 40’lik biiyiitmede
mikroskop altinda (Olympus BH2 mikroskobu Olympus, Tokyo, Japonya)
goriintiilenerek ve bu goriintii mikroskopa sabitlenen kamera yardimi (F10 CCD dijital
kamera Panasonic, Osaka, Japonya) ve goriintiileme programi (Pinnacle goriintiileme
yazilimi Studio MovieBox Plus 710, Hollanda) ile bilgisayar ekranina yansitildi.
Ekranda goriintiilenen kesit tizerinde, pilot ¢alisma ile 6rnekleme adimi belirlendi ve
buna uygun olarak ekran gériintiileri bilgisayar hafizasina kaydedildi. Kaydedilen bu
goriintiiler, kalibrasyon ayari yapilmis olan Image] programi (NIH Software,
Bethesda, MD, USA) ile analiz edildi (Sekil 2). Tim dilimlerden elde edilen
gortintiilerin gruplar arasinda karsilastirma yapilmasi sonucu, plasentadaki yapisal

degisimler degerlendirildi.

3.6. Immiinohistokimyasal Analizler

Kesit alim1 esnasinda immiinohistokimyasal boyama icin de kesitler alinarak ve bu
kesitler alinmistir. Hiicre proliferasyonunun kantitatif tespiti i¢in ¢ogalma markeri
olan Ki-67 ve apoptozisin kantitatif tespiti i¢in apoptoz markeri olan BCL-2 antikorlari
ile isleme tabi tutulmustur. Ayrica, kisspeptin ve kisspeptin reseptorler belirtegleri olan

antikorlar da kullanilmistir.

Kesitler pozitif sarjli lamlara alinarak immiinohistokimyasal boyama prosediirii i¢in
deparafinize edilecektir. 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) kullanilacaktir.

Deparafinizasyon sonrast;
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1. Kesitler, sirasiyla %100, %96, %80, %70 lik alkoller kullanilarak 5’er dakika
stiresince dehidrate edildi.

2. Havada kurutulduktan sonra PAP pen ile isaretlendi.

3. Dokudaki endojen peroksidaz, %3 liikk H2O; soliisyonunda bekletilerek inaktive
edildi.

4. Ardindan, mikrodalga firinda kesitler sitrik asit tampon icerisinde kaynatilarak
antijenretrieval islemi saglandi.

5. 10 dakika fosfat tamponu (Phosphate Buffered Saline, PBS) ile yikanan kesitlere 5
dakika boyunca oda sicakliginda, Ultra V blok uygulandi.

6. Kesitler iizerine ilgili primer antikorlar uygulanarak (50°ser ul) 1 gece +4°C’de
bekletildi. Primer antikorlarin diliisyonunda PBS kullanildi.

7. Primer antikorlarla reaksiyon saglandiktan sonra PBS ile yikanan kesitler biotinli
sekonder antikor ile 10 dakika boyunca muamele edildi.

8. Sonrasinda kesitle Streptavidin Peroksidaz ile 10 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

9. Son kez PBS ile yikanan kesitler DAP ile boyanarak mevcut reaksiyon gosterildi.
Antijen lokalizasyonunun ac¢ik bir sekilde tespiti i¢in zit boyamalarda Mayer’s
Hematoksilen kullanildi.

10.  Kesitler akarsuda yikanarak kapatildi.

Immiinohistokimyasal boyamanin degerlendirilmesinde H-skorlama yontemi

kullanildi (Sekil 2). Bu kapsamda, (3 x giiglii boyanan g¢ekirdeklerin yiizdesi) + (2 x

orta derecede boyanan ¢ekirdeklerin yiizdesi) + (1 x zayif boyanan cekirdeklerin

yiizdesi) hesaplanacak ve 0 ila 300 araliginda bir deger elde edildi (135).
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Sekil 2. Plasenta goriintiisii lizerinde immiinohistokimyasal analizin gdsterimi
3.7. Istatiksel Analiz ve Sonuclarin Degerlendirilmesi

Istatiksel degerlendirmeler iki kategoride; bagimli ve bagimsiz degiskenler olarak
gerceklestirilmistir. Arastirmadan elde edilen nicel verilerin istatiksel analizinde SPSS
programi (SPSS), version 25.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, ABD) kullanilmistir ve p<0,05
olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. p<0,01 olan degerler ise
istatistiksel olarak ileri diizeyde ve p<0,001 olan degerler ise istatistiksel olarak ¢ok
ileri diizeyde anlamli kabul edilmistir Verilerin normal dagilim gosterip gostermedigi

Shapiro-Wilk testi ile kontrol edilmistir.

Her olgudaki uygulama oOncesi ve sonrasi farkliliklarm istatiksel olarak

degerlendirilmesi i¢in normal dagilima uydugu tespit edilen sayisal degiskenlerin
testi

karsilastirmasinda, parametrik testlerden ANOVA Tukey dogrulamasi

kullanilmastir.
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4 BULGULAR

Calismaya toplam 40 hasta ve 20 kontrol olmak iizere 60 gebe alindi. Caligsmaya alinan
olgular; agiklanamayan habitiiel abortus 6ykiisii bulunup gebelik boyunca medikasyon
almadan miada ulasan hastalar (deney), agiklanamayan habitiiel abortus Oykiisii
bulunup gebelik boyunca diisiikk molekiiler agirlikli heparin tedavisi altinda miada
ulasan hastalar (ilag+deney) ve kontrol grubu olarak herhangi bir kotii obstetrik 6ykiisii
bulunmayan, miada ulasan saglikli gebeler (kontrol) gruplari olmak iizere {i¢ ayr1 grup

halinde incelendi. Hasta grubunda 40, kontrol grubunda 20 olgu yer almaktadir.

Calismamizda gruplar arasinda ortalama anne yasi, bebek dogum agirligi ve gebelik

haftasi agisindan anlamli bir farklilik yoktu. (Tablo 3).

Tablo 3. Calisma popiilasyonunun demografik karakteristigi

Kontrol Grubu Deney Grubu Ila¢+Deney Grubu
Yas 27.2+54 299+5.1 282+5.7
Dogum agirligi 3422.6+369.4 3241.9+374.8 3253.9+396.4
Gestasyonel yas 376+1.2 37713 37.8+1.3

Kontrol Grubu Deney Grubu Deney+ilag Grubu

H&E

Sekil 3. Kesitlerin Hemotoksilen Eozin ile boyal1 goriintiisii

KISS1 belirteci agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmiustiir. KISS1 ifade diizeylerinin kontrol grubunda en yiiksek diizeyde ifade
edildigi goriiliirken, deney grubunda en diisiik diizeyde ifade edildigi saptanmis ve ilag
kullanan grupta goreceli olarak yiikseldigi gdzlenmistir. Gruplar arasi1 karsilagtirma

yapildiginda, kontrol ve deney grubu arasinda ¢ok ileri diizeyde istatiksel farklilik,
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kontrol ve ilag+deney grubu arasinda ileri diizeyde istatiksel fark gozlenirken, deney

ve ilag+deney gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark gériilmemistir.

Tablo 4. KISS1 ifade diizeylerinin istatiksel degerlendirmesi

Tukey's coklu Ortalama 95,00% CI P degeri
karsilastirma testi fark
Kontrol vs. Deney 38,25 19,25-57,25 0,0009
Kontrol vs. ilag:+Deney 26,50 7,498 - 4550 0,0092
Deney vs. ila(;+Deney -11,75 -30,75-7,252 0,2480
KISS1
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Sekil 4. KISS1 ifade diizeyinin gruplar aras1 gosterimi (ortalama+standart hata)
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Kontrol Grubu Deney Grubu

Sekil 5. Kesitlerde immiinohistokimyasal boyama ile izlenen KISS1 gériintiileri

Deney+ilag Grubu

-
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KISSIR belirteci agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

goriilmemistir. Istatiksel olarak anlamli olmamasina ragmen, KISSIR ifade

diizeylerinin kontrol grubunda en yliksek diizeyde ifade edildigi goriiliirken, deney

grubunda en diisiik diizeyde ifade edildigi saptanmaistir.

Tablo 5. KISS1R ifade diizeylerinin istatiksel degerlendirmesi

Tukey's coklu Ortalama 95,00% CI P degeri
karsilastirma testi fark

Kontrol vs. Deney 11,75 -12,71t036,21  0,4094
Kontrol vs. ila(;+Deney 3,250 -21,21t0 27,71  0,9276
Deney vs. ilag+Deney -8,500 -32,96t015,96 0,6126
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Sekil 6. KISS1R ifade diizeyinin gruplar aras1 gésterimi (ortalama+standarthata)

Kontrol Grubu Deney Grubu Deney+ilag Grubu
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Sekil 7. Kesitlerde immiinohistokimyasal boyama ile izlenen KISS1R goriintiileri

Ki-67 belirte¢i acisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. Istatiksel olarak anlamli olmamasima ragmen, Ki-67 ifade diizeylerinin
kontrol grubunda en yiiksek diizeyde ifade edildigi goriiliirken, deney grubunda en

diistik diizeyde ifade edildigi saptanmistir.
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Tablo 6. Ki-67 ifade diizeylerinin istatiksel degerlendirmesi

Tukey's coklu Ortalama 95,00% CI P degeri
karsilastirma testi fark
Kontrol vs. Deney 18,88 -4,869 - 42,63 0,1210
Kontrol vs. ila(;+Deney 11,38 -12,37 - 35,13 0,4110
Deney vs. ila¢c+Deney -7,500 -31,25-16,25 0,6645
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Sekil 8. Ki-67 ifade diizeyinin gruplar arasi gosterimi (ortalama+standart hata)

Deney-+ilag Grubu

Kontrol Grubu Deney Grubu
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Sekil 9. Kesitlerde immiinohistokimyasal boyama ile izlenen Ki-67 goriintiileri
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BCI-2 belirteci agisindan gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmiistiir. BCL-2 ifade diizeylerinin kontrol grubunda en yiiksek diizeyde ifade
edildigi goriiliirken, deney grubunda en diisiik diizeyde ifade edildigi saptanmis ve ilag
kullanan grupta goreceli olarak yiikseldigi gdzlenmistir. Gruplar arasi1 karsilagtirma
yapildiginda, her grup arasinda c¢ok ileri diizeyde istatiksel farklilik oldugu

bulunmustur.

Tablo 7. BCL-2 ifade diizeylerinin istatiksel degerlendirmesi

Tukey's coklu Ortalama 95,00% CI P degeri
karsilastirma testi fark
Kontrol vs. Deney 61,45 51,62 - 71,29 <0,0001
Kontrol vs. ila(;+Deney 31,21 21,37 - 41,05 <0,0001
Deney vs. ilag:+Deney -30,25 -40,08 --20,41 <0,0001
BCL-2
300
. 200
-2
>
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Sekil 10.BCL-2 ifade diizeyinin gruplar aras1 gosterimi (ortalama+tstandart hata)
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Kontrol Grubu Deney Grubu Deney+ilag Grubu
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Sekil 11. Kesitlerde immiinohistokimyasal boyama ile izlenen Bcl-2 goriintiileri
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5. TARTISMA

Erken ve spontan gebelik kayiplari, bilinen gebeliklerin %20'sini etkileyen en yaygin
komplikasyondur (136, 137). Habitiiel abortus, ardisik olarak 3 veya daha fazla sayida
gebeligin 20 haftasindan once, 500 gr fetal agirliga ulagsmadan kendiliginden
sonlanmasidir (1). Habitiiel abortus, siklik olarak ¢iftlerin %1-2’sinde goriiliirken,
etiyolojisinde birgok faktor rol oynayabilir. Buna ragmen habitiiel abortus Gykiisii
bulunan hastalarin %40-50’sinde sebebin bulunamamas1 bu hasta grubunu 6nemli bir

jinekolojik problem olarak karsimiza ¢ikarir (31).

Plasenta gebeligin devami i¢in olduk¢a 6nemli bir organdir (9). Plasenta, habitiiel
abortusu olan hastalar lizerinde yapilan birgok calismada degerlendirilmistir ve

plasentadaki bazi patolojik durumlarin abortusa neden oldugu diisiiniilmektedir (7, 8).

Son on yil igerisinde yapilan ¢aligsmalar, kisspeptinlerin pulsatil GnRH saliniminda,
pubertenin baglamasinda, gonadotropin salgilanmasinda, ovulasyon ve dogurganligin
metabolik diizenlenmesinde temel rol oynadigini gostermistir (131, 138). Gebelikte
yiiksek oranda eksprese edilen kisspeptinin esas kaynagini plasenta olusturur. Plazma
kisspeptin seviyeleri, gebelik komplikasyonlarinin tespit ve takibinde potansiyel bir

biyobelirteg olarak kullanilabilir (139).

Plasentadan iiretilen hormonlar, pratikte klinisyenlerin gebelik siirecini yonetmesine
yardimci olmak igin kullanilir. hCG'ye benzer sekilde hem KISS1 hem de KISS1R
plasentada yiiksek oranda ifade edilir ve kisspeptinler insan plasenta materyallerinden
izole edilebilir(140-142). Kisspeptin-54'in ilk olarak 2003 yilinda insan plazmasinda
bulundugu ve gebelik boyunca arttig1 gosterilmistir (89). Elde edilen veriler, plazma
kisspeptin seviyelerinin gebelikle iliskili hastaliklar1 6ngdérmek ve teshis etmek icin

potansiyel bir belirteg olabilecegini diistindiirmistiir (119, 122, 126).

Birka¢ farkli ¢alisma, uterin ve plasenta bazli periferik KISS1/KISSIR sinyal
sisteminin gebeligin baglica diizenleyicilerinden olduguna dair giicli kanitlar
sunmaktadir. Ozellikle uterustaki KISS1/KISSIR sinyal sistemi embriyo
implantasyonu ve desidualizasyonu diizenlerken, uterin ve plasental sistem birlikte

plasentasyonu diizenler. Uterin KISS1 ve KISS1R, uterin epitelyuma embriyo
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adezyonu i¢in gerekli olan endometriyal glandiiler sekresyonlarin uygunlugunu

kontrol ederek embriyo implantasyonunu kolaylastirir.

Desidualize stromal hiicreler ise KISSIR'yi eksprese ederek hiicre motilitesini inhibe
eder ve plasental invazyonu dolayli olarak diizenler. Benzer sekilde, plasental
kisspeptin ve KISSI1R, ekstravilloz trofoblast gogiinii ve istilasini sinirlandirarak
uterusun plasental invazyonunu dogrudan kontrol eder.

Uterus ve plasental bazli KISS1/KISS1R sinyal sistemlerinin rolii, implantasyon
basarisizlig, tekrarlayan gebelik kaybi1 ve preeklampsi gibi gebelik sorunlarinda
prognostik ve tanisal belirte¢ olarak ve bu durumlarin tedavisinde terapdtik bir ajan

olarak kisspeptin kullanim1 i¢in umut verici gériinmektedir (115).

Calismamizda KISS1 ifade diizeyleri gruplar arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
mevcutken, KISS1R ifade diizeylerinde arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark
goriilmemistir. KISS1 ifade diizeylerinin kontrol grubunda en yiiksek diizeyde oldugu
goriiliirken, deney grubunda en diisiik diizeyde ifade edildigi saptanmis ve diisiik
molekiiler agirlikli heparin kullanan grupta goreceli olarak yiikseldigi gozlenmistir.
Gruplar aras1 KISS1 ifade diizeyleri kontrol ve deney grubu arasinda ¢ok ileri diizeyde
istatiksel farklilik, kontrol ve ilag+deney grubu arasinda ileri diizeyde istatiksel fark
gozlenirken, deney ve ilagtdeney gruplari arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark

goriillmemistir.

Literatiirde bulunan kisspeptin immiinohistokimyasal doku ¢alismalar1 hem yontem
hem maliyet agisindan zorluklar1 nedeniyle daha sinirli sayida olsa da ¢alismamizda
gosterdigimiz rekiirren abortus Oykiisii olan hastalarda KISS1 ifade diizeylerinin
kontrol grubuna gore diisiik olmasi yapilan 6nceki calismalar1 destekler niteliktedir
(123, 143, 144). KISSIR ifade diizeylerinin ¢alisma ve kontrol grubunda farklilik
gostermemesi de literatiirii destekler niteliktedir (123, 145). Daha onceki ¢alismalar
bu hasta grubunda ilk trimester kayiplarina ait olup, ¢alismamiz habitiicl abortus
Oykiisii olan hastalarda tiglincii trimestera ait yapilan ilk plasental ¢alisma 6zelligine

sahiptir.

Li ve ark. yaptig1 vaka-kontrol ¢aligmasinda, rekiirren spontan abortus hastalarinda

hem trofoblastlarda hem de desiduada Kisspeptin ifade diizeylerinin elektif abortus
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olan saglikli gruba goére anlamli derecede diisiik oldugu gosterilmistir. KISS1'in,
anormal ifade diizeyinin trofoblast diizenlemesinin homeostazini bozan ve boylece
gebelik kaybiyla sonuglanan invazyon tizerine inhibitor etkili bir gen olarak hareket

ettigi diistintilmistiir (143).

Wu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise rekiirren abortus oykiisii olan kadinlarin
ilk trimester kayiplarinda ve saglikli kadinlarda ilk trimesterda elektif goniilli
terminasyonlarda immiinohistokimyasal yontemlerle desiduada KISS1 ve KISS1R
ifade diizeyleri Ol¢iilmistiir. KISS1 ifade diizeyi habitiiel abortus grubunda sadece
%53,1 iken, kontrol grubunda %88,6 olarak bulundu. KISS1R ifade diizeyleri ise
desiduada galisma ve kontrol grubunda farklilik gostermemistir (123).

Colak ve ark. yaptig1 prospektif vaka-kontrol ¢alismasinda rekiirren abortus dykiisii
olmadan erken gebelik kaybi yasayanlar kadinlarda KISS1 ifade diizeyleri elektif

terminasyon yapilan kadinlarla karsilastirildiginda anlamli 6l¢tide diisiik bulunmustur
(144).

Park ve ark. yaptig1 immiinohistokimyasal ¢alismada da tekrarlayan gebelik kaybi olan
kadinlarda ilk trimester plasental kisspeptin ekspresyon seviyeleri, -elektif
sonlandirilmis gebeliklerdekine kiyasla anlamli olarak daha diisiiktiir. Kisspeptininen
fazla sinsityotrofoblastlarda, orta derecede sitotrofoblastlarda ve maternal desiduada
ifade edildigi goriilmustiir. Kisspeptin reseptoriiniin ifadesi ise sinsityotrofoblastlar ve
desidua ile sinirliydi. KISS1R ifade diizeyleri hasta ve kontrol grubunda anlamh
farklilik gostermedi. Sitotrofoblastlarda her iki grupta kisspeptin reseptorii ifadesi
izlenmedi. Kisspeptin ve reseptoriiniin diferansiyel ifadesi ve yerlesim paternleri
otokrin ve parakrin etki mekanizmalarini diisiindiirmektedir (145). Bu sonuglar,
desiduada azalmis kisspeptin ifade diizeyleri ile rekiirren spontan abortuslarin iliskili

oldugunu ortaya koymaktadir.

Diisiikler kayipla sonuglanmadan once miidahale etmenin tek yolu 6nlem almaktir.
Diisiik riskini erkenden teshis edecek biyokimyasal belirtegler yararli olacaktir (145).
Serum kisspeptin diizeylerinin 6zellikle erken haftalarda abortus icin belirte¢ olarak
kullanim1 yogun ilgi ¢cekmektedir. Serum kisspeptin 6l¢limlerinin giivenirliligi ve

stlinliiglinii arastiran birgok ¢alisma mevcuttur. Sullivan-Pyke ve ark. tarafindan
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yapilan vaka kontrol ¢alismasi, gebelik i¢in serum kisspeptin ve hCG diizeylerinin
karsilastirilabilir tanisal degere sahip oldugunu, kisspeptin diizeylerinin erken gebelik

canliligii¢in yeni bir belirteg olarak kabul edilebilecegini gostermistir (119).

Yu ve ark. yaptig1 vaka kontrol ¢alismasinda kisspeptinin tek serum 6l¢iimii gebe ve
gebe olmayan kadinlarda 6nemli dlgiide degismistir. Kisspeptin ve beta-hCG serum
diizeyleri korelasyon gostermektedir. Bununla birlikte, serum kisspeptin diizeylerinin
ilk trimester gebelikte spontan abortusla sonuglanan ve intrauterin devam eden
gebelikler arasinda ayrim yapamadigi goriilmiistiir. Tek veya ardisik kisspeptin
Ol¢iimii, erken evrede gebelik kayiplarinda beta-hCG'den daha yiiksek tanisal

performans gosterememistir. (146).

Jayasena ve ark. tarafindan yapilan 993 hastanin dahil edildigi bir kohort ¢alismasinda
Kisspeptinin, erken gebelik kaybi icin beta-hCG'den daha yiiksek bir tanisal
performansa sahip oldugu ve tek bir plazma kisspeptin 6l¢limiiniin, 6 hafta veya daha
biiyiik bir gebelikte diislik riski artmis asemptomatik gebe kadinlari tanimlamak igin

plasenta fonksiyonunu temsil eden yeni bir unsur oldugu gosterilmistir (122).

Intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu (ICSI) uygulanan kadinlarda yapilan iki
calismada ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) yontemi ile serum
kisspeptin seviyeleri degerlendirilmis ve diisiik kisspeptin diizeyleri implantasyon
basarisizligi ile iliskilendirilmistir. Erkek faktor infertilitesi olanlarla
karsilastirildiginda, a¢iklanamayan infertilite nedeniyle basvuran kadinlarda, serum
kisspeptin seviyeleri ve ICSI'yi takiben implantasyon oranlari anlamli dl¢lide daha
diisiik bulunmustur (147). 176 hastanin dahil edildigi ikinci bir ¢aligmada, embriyo
transferini takiben klinik gebelik elde edilemeyen kadinlarda, gebelik olusanlara gore
serum kisspeptin seviyeleri (ELISA ile 6l¢giilen) anlamli olarak daha diisiik diizey

bulunmustur (148).

Kisspeptin serum diizeylerini farkli hasta gruplarinda, 6zellikle gebelerde farkl
trimesterlarda ve bir¢ok obstetrik durumda incelemis pek ¢ok ¢calisma bulunmaktadir.
Maliyet nedeniyle caligmamizda es zamanli serum/plazma kisspeptin diizeyleri
bakilamamistir. Mevcut ¢alismalarda kisspeptin plazma seviyesinin , ilk trimesterde

900 kat ve iglincii trimesterde 7000 kat artisla gebelik boyunca tirmanarak arttig
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gosterilmistir (89). Bununla birlikte, erken gebelik donemi ve term doénem
plasentasindaki KISS1 mRNA ifade diizeylerinin anlamli bir farklilik géstermedigi
ileri siiriilmustiir (117). Ek olarak, iki bagimsiz ¢alismada, Kisspeptin-54 diizeylerinin
erken donem plasentada ¢ok daha yiiksek oldugu gosterilmistir (88, 149). Bu bilgiler
g6z oniine alindiginda, plasentadaki KISS1 ifade seviyelerinin, Kisspeptinin plazma

seviyelerini yansitmayabilecegi goriilmektedir.

Anormal plasentasyon (plasenta gelisimi), erken gebelik kayiplarinin tigte ikisinde
bulunur (150, 151). Kisspeptin en ¢ok plasentanin sinsitiyotrofoblast hiicrelerinde
eksprese edilir ve burada maternal invazyonu diizenleyebilir (88, 152). Yakin zamanda
yapilan vaka-kontrol calismalari, plasenta gelisimi ile iligkili oldugu diisiiniilen
preeklampsi ve intrauterin biiyiime geriligi olan kadinlarda, komplikasyonsuz

gebeliklere kiyasla kisspeptin diizeylerinin azaldigini ileri siirdii (153, 154).

Armstrong ve ark. plasental disfonksiyonla iligkili gebeliklerde, ikinci trimesterde
maternal serumda Kisspeptin seviyeleri daha diisiik oldugunu gostermislerdir (96).
Smets ve ark. tarafindan yapilan bir caligmada gebeligin ilk trimesterinda plazma
Kisspeptin seviyelerinin diisiik olmasinin diisiik dogum agirlig: ile iliskili oldugu
bildirildi (154). Bu c¢alismalarda kisspeptin seviyelerindeki farkliliklar orta
diizeydedir, bu nedenle preeklampsi ve intrauterin biiylime kisitlamasinda tek bir
tarama belirteci olusturmasa da kisspeptin 61¢timiiniin diger belirteglerle kombinasyon

halinde faydali olabilecegini diistindiirmektedir.

Sinsityotrofoblast, kisspeptinleri ve reseptoriinii ifade ederken, ekstravilloz
sitotrofoblast sadece trofoblast istilas1 lizerindeki baskilayici etkiye aracilik eden
KISS1R reseptoriinii eksprese ettigi ileri siirilmistiir (88). Kisspeptin kendine 6zgii
reseptorii KISS1R araciligi ile proapoptotik genlerin ekspresyonunu uyarir (155).
Plasental apoptoz orani villoz trofoblastlarin farklilasmasinda rol oynar ve gebelik
haftasi ilerledikge fizyolojik olarak artar (156, 157). Apoptoz, antiapoptotik bir role
sahip olan BCL-2 olan protein ailesi tarafindan diizenlenir, burada BAX proapoptotik
olarak zit bir etki uygular (158). Bu iki molekiil arasindaki oran, hiicrenin hayatta

kalmasini saglar veya hiicre 6liimiine sebep olur (159).
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Calismamizda antiapopitotik BCL-2 protein ifade diizeyi, kontrol grubunda en yiiksek
izlenirken, deney grubuyla kiyaslandiginda ilagt+deney grubunda gorece artmis
seviyelerde bulunmustur. Gruplar arasi karsilastirma yapildiginda, her grup arasinda
cok ileri diizeyde istatiksel farklilik oldugu bulunmustur. Bununla birlikte, bu
calismada plasental proliferasyonu gosteren Ki-67 ifade diizeyi ile ilgili gruplar

arasinda anlamli bir fark yoktu.

Torricelli ve ark.’larimin Kisspeptinin apoptotik etkilerini anlamak amaciyla term
elektif sezaryenlardan toplanan plasentalar steril sekilde diseke edilerek kiiltiir
ortaminda saglikli gebe kadinlardaki plazma kisspeptin oranina uygun
konsantrasyonda Kisspeptin-10 ¢ozeltisinde bekletildi, olusturulan 6lgekte apoptotik
¢ekirdekler onemli miktarda artis gosterdi (121). Bu bulgular 1s1ginda, apoptoz ve
gebelik yasi arasinda ve dolayisiyla plasentanin yapisal degisimlerinde kisspeptinin
rolii olabilecegi Onesiiriilebilir (121). Ayrica, erken dogumda, plasental KISS1R
MRNA ifade diizeyi yiikselir, bu da kisspeptinin doguma yol agan mekanizmalarda da

etkili bir protein oldugunu diistindiiriir (160).

Diisiik molekiil agirlikli heparin (DMAH) kullanimina odaklanan son g¢aligsmalar,
aciklanamayan habitiiel abortusu olan hastalarda bu tedaviye bagvurmak i¢in yeterli
kanit olmadigini 6nesiirdiiler. Bu ¢alismalarda gruplar arasinda canli dogum orani ile
ilgili istatiksel olarak anlaml1 bir fark yoktu (161, 162). Calismamizda tiim gruplarda
miad canli dogumlardan elde edilen plasentalari degerlendirmeye alarak tedavinin
kisspeptin ifade diizeylerine olan etkisini incelemek istedik. Habitiiel abortus dykiisii
olan ve DMAH tedavisi alan ilag+deney grubunda apoptotik, invazyonu sinirlayici,
antimetastatik etkisi bilinen kisspeptin diizeylerinin tedavi almayan hastalara gore
anlaml artis gosterdigi goriildii. Kontrol ve deney gruplari arasi kisspeptin ifade
diizeyleri anlamli farklilik gosterse de deney ve ilag+deney gruplari aras istatiksel fark
yoktu. Calisma grubu popiilasyonumuz kii¢iik oldugundan DMAH tedavisinin
plasental apoptoz ve invazyon diizenlenmesi {izerinden etki edip etmedigi hakkinda

net bir yorum yapilamadi.
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6. SONUCLAR

Kisspeptinler reprodiiktif ¢agdaki kadinlarda bircok farkli mekanizma iizerinde etki
gostermekte oldugundan, Kisspeptinlerin plasental invazyon tizerinde tek yonli bir
sinirlayict etkiden ¢ok invazyonu diizenleyen, dengede tutan, implantasyona ve
plasentanin potansiyel kapasitesine ulasmasina yardimci molekiiller olduklar

diistiniilebilir.

Tim bu bilgiler dogrultusunda, kisspeptinlerin gebelikte fizyolojik etkileri hala her
yoniiyle bilinmemekte olup anormal ifade diizeylerinin obstetrik komplikasyonlarla
siklikla iligkili oldugu diistiniilmektedir. Habitiiel abortus dykiisii olan kadinlarda canli
dogumla sonuglanan gebelik elde edilse dahi, kdtii obstetrik dykiisii olmayan benzer
ozellikteki kadinlara gore kisspeptin ifade diizeylerinde farkliliklar devam ediyor

goriinmektedir.
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