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TREG HUCRELERININ iLK TRIMESTER
GEBELIK KAYIPLARINDA ETYOPATOLOJIK ROLU:
BiR IMMUNOHISTOKIMYASAL CALISMA
Dr. Mustafa Ciineyt Cevizci

Dokuz Eyliil Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Patoloji AD

Amag: Habitual abortus tiim gebe kadinlarin %1-5’ini etkileyen ve diinya ¢apinda 6nemi
artan bir saglik problemidir. Yardimci iireme teknikleri glinlimiizde neredeyse rutin bir obstetrik
prosediir haline gelmis ve basarisi1 artmis olsa da olgularin 6nemli bir kismi spontan abortus ile
sonuglanmaktadir. Etyopatogenezi net olarak aydinlatilamasa da spontan abortusun patogenezi
maternal immun toleranstaki bozukluk ile iliskilendirilmektedir. T regiilatuvar (Treg) hiicreleri
genel olarak immiintolerans mekanizmalarinda rolii olan hiicrelerdir. Bu calismada Treg
hiicrelerinin, spesifik olarak hem habitual, hem de IVF sonrasi spontan abortuslarda

etyopatogenetik 6neminin aydinlatilmast amag¢lanmaktadir.

Materyal ve Metod: Calismaya dort grup halinde, her grupta 24 olgu olmak iizere;
missed abortus, habitual abortus, IVF sonrasi spontan abortus ve istenmeyen gebelik (kontrol
grubu) gruplar dahil edildi. Kiiretaj materyallerine ait kesitlerde CD25 pozitif Treg hiicrelerinin
immunboyanma yogunlugu ve dagilimi ayri ayri skorlandiktan sonra, her iki skor kombine

edilerek Q skoru elde edildi.

Bulgular: Treg hiicrelerinin CD25 immunboyanma Q skoru, her 4 grupta anlamli

farklililk  gostermekteydi (one-way ANOVA testi, p=0,003). Yapilan post-hoc testinde
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(Bonferroni t testi) Q skoru, kontrol grubu ile missed abortus grubunda anlamli fark
gostermezken, habitual abortus ve IVF abortus olgularinda kontrol grubuna goére anlamli oranda

daha diisiik diizeyde bulundu (sirasiyla p=0,003 ve p=0,02).

Sonug¢: Calismamizdaki bulgular 1s18inda Treg hiicrelerinin niceliksel durumu habituel
abortus ve IVF abortus olgularinda, hastaligin etyopatogenezinde rol oynayan o6nemli bir
parametre olabilir. Ancak bu konuda kesin bir sonuca varmak i¢in ekspresyon analizi diizeyinde

molekiiler caligmalara ihtiya¢ oldugunu diisiiniiyoruz.

Anahtar Kelimeler: diisiik, habitual abortus, in vitro fertilizasyon, spontan abortus, Treg hiicresi



ETIOPATHOLOGICAL ROLE OF TREG CELLS IN FIRST TRIMESTER

PREGNANCY LOSES: AN IMMUNOHISTOCHEMICAL STUDY
Dr. Mustafa Ciineyt Cevizci

Dokuz Eyliil University Medical School Department of Pathology

Aim: Habitual abortion is a worldwide health problem that affects 1-5% of all pregnant women.
Although assisted reproductive techniques have become an almost routine obstetric procedure
and its success has increased, a significant number of cases result in spontaneous abortion.
Although the etiopathogenesis of the abortion has not been clarified clearly, the data shows that
spontaneous abortion is associated with impaired maternal immune tolerance. T regulatory (Treg)
cells have a significant role in immune tolerance mechanisms. The aim of the present study was
to address the etiopathogenetic importance of Treg cells specifically in both habitual and post-

IVF spontaneous abortions.

Material and Methods: This study included 24 cases in each four groups of missed abortion,
habitual abortion, spontaneous abortion after IVF, and unwanted pregnancy (control group). The
immunostaining intensity and distribution of CD25 positive Treg cells in the curettage materials

were scored separately, and the Q score was calculated by combining both scores.

Results: The CD25 Q score of Treg cells showed a significant difference between four groups
(one-way ANOVA testi, p=0,003). Post-hoc test (Bonferroni t test) showed that Q score did not

show any difference between the missed abortion and control group, whereas it significantly



decreased in habitual abortion and IVVF abortion cases compared to the control group (p=0,003 ve

p=0,02, respectively).

Conclusion: Based on our findings, we conclude that Treg cell loss may play a significant role in
the etiopathogenesis of habitual and post-1VF abortion cases. However, molecular studies at the

level of expression analysis are needed for a definite conclusion related to this hypothesis.

Key Words: abortion, habitual abortion, in vitro fertilizaton, miscarriage, spontan abortion, Treg

cells



1. GIRIS
1.1 Gebelik ve immun Sistem

Insanlarda saglikli bebeklerin diinyaya gelmesi igin basarili bir fertilizasyonun ardindan
gebeligin siirdiiriilmesi gerckmektedir. Spontan abortus, intrauterin 20. haftadan daha Once
gebeligi sonladiracak medikal ya da cerrahi miidahaleler olmaksizin gergeklesen erken gebelik
kayiplarina verilen isimdir (1). Spontan abortusu tetikleyici immiinolojik faktorler giincel tibbi
arastirmalarin 6nemli odak noktalarindan biridir (2). Dolayisiyla bu immiinolojik faktorlerin

detayli bilinmesi 6nem kazanmustir.

Doéllenme ile birlikte embriyolar, paternal antijenler eksprese ederler. Dolayist ile
embriyonun uterusa implantasyonu semi-allojenik bir nakil gibi degerlendirilir. Basarili bir
gebelik icin annenin fetiise kars1 immiintoleransinin gelismesi gerekmektedir (3). Bu nedenlerle
gebeligin saglikli bir sekilde siirdiiriilebilmesi i¢in maternal mikrogevrenin immiinolojik agidan
onemli bir faktdr oldugu anlasilmaktadir. Gebelik mikrogevresinde bu rolii esas iistlenen
hiicrelerin Treg hiicreleri oldugu diigiiniilmektedir. Treg hiicreleri CD4 ve CD25 eksprese eden
bir tiir T helper hiicresidir. T hiicreleri, timusta olgunlasan ve spesifik reseptorlere, yani T hiicre
reseptorlerine sahip lenfositlerdir (4, 5). Bu hiicreler, adaptif immiin yanitin bir pargasidir.(6)
Ozellikle, CD4+ T hiicreleri olarak da bilinen T yardimci (Th) hiicreleri, antijen sunan hiicreler
(APC) tarafindan aktive edilir ve klonal genisleme ve sitokin salgilanmasina ilerlerler (7). Bu
asamada salgilanan sitokin profili, Th hiicrelerinin birka¢ alt kiimesinden birine hiicre
farklilasmasinin yoniinii tanimlayacak ve sonraki bagisiklik tepkisi tipini belirleyecektir (8). Bu
alt tipler T yardimci hiicre tip 1 (Thl), T yardimci hiicre tip 2 (Th2), Th17 hiicreleri ve Treg

hiicrelerini igerir. Th1 hiicreleri, interlokin-2 (IL-2), interferon-y (IFN-y) ve tiimdr nekroz faktorii
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a (TNF-a) gibi proinflamatuar sitokinlerin iiretimi ile karakterize edilir. Bu molekiiller, hiicresel
bagisiklikta ve hiicre i¢i patojenlere karsi konak savunmasinda rol oynarlar. Buna karsilik, Th2
hiicreleri hiimoral bagisiklik mediatorleri olan interlokin-4 (IL-4), interlokin-5 (IL-5), interlokin-
6 (IL-6), interlokin-10 (IL-10) ve interlokin-13 (IL-13) eksprese edebilir ve bunlar hiicre disi

parazitlerin temizlenmesinden sorumludur (9).

CD4+ T hiicrelerinin farkli bir tipi olan Th17 hiicreleri, inflamasyonun indiiklenmesinde
kritik bir rol oynar ve anormal bir Th17 hiicresi seviyesi otoimmiin hastaliklarin patogenezi ile
iliskilendirilmistir (10, 11). Insanlarda Th17 hiicrelerinin TGF-B, IL 6, IL-23 ve IL-1'in etkisi
altinda antijen uyarisini takiben saf CD4+ T hiicrelerinden gelistigi ve IL-17A, IL-17F, IL-22 ve
IL-26 salgiladigi bilinmektedir (12-14) Th17 hiicrelerinin farklilagsmasindan sorumlu olan

transkripsiyonel faktor ise insanlarda ve farelerde ROR yt’dir (14).

Treg hiicrelerinin liretim ve fonksiyonu Sekil 1°de 6zetlenmistir. Treg hiicreleri adenozin
reseptOr aktivasyonu ve ardindan hiicre i¢i “Protein Kinaz A” (PKA) yoluyla, enflamatuar T
hiicrelerinde ve makrofajlarda inhibitor yolaklar tetiklerler (9). Treg hiicreleri ya timusta {iretilir
ve timik T hiicreleri (tTreg) hiicreleri (15) olarak isimlendirilir ya da periferal dokulardaki saf T
hiicre prekiirsorlerinden farklilasarak, periferal sentez edilen indiiklenebilir Treg hiicreleri
(pTreg) olarak ortaya ¢ikarlar (16). Ayrica in vitro ortamda saf T hiicrelerinin TGF-f ve IL2 ile
T hiicresi reseptor (TCR) stimulasyonu sonucunda in vitro indiiklenmis Treg hiicreleri (iTreg)
ortaya c¢ikmaktadir. Bu immiin sistem hiicreleri ayrica CD4+ T hiicreleri, CD8+ T hiicreleri, B
hiicreleri, NK hiicreleri, NKT hiicreleri ve dendritik hiicreleri igeren asirt immiin yanit1 azaltan

IL-10 ve TGF- gibi spesifik anti-inflamatuar sitokinleri eksprese eder (17).

11



CD 4+T hiicresi

Kemikiligi 1imus °
'I"‘ ” \ . u.“ .L !
@ 168 pTreg \ Monosit/

T hiicresi ® o8 TR T

progenitoru -0 v
tTreg \/
\Z \’ O NK hiicresi
l o
Anahtar

Bhicresi | _, Aktive edici sinyal
=i inhibe edici sinyal

Sekil 1. Treg hiicrelerinin immunite mekanizmalarindaki fonksiyonlari (9)

1.2 Spontan Abortus

1.2.1 Tanim ve Klinik Onemi

Spontan abortus 20 haftadan daha once gebeligi sonladiracak medikal ya da cerrahi
miidahaleler olmaksizin gergeklesen erken gebelik kaybi anlamina gelmektedir (1). Spontan
abortuslar degisik tiplerde karsimiza ¢ikmaktadir. Habituel (tekrarlayan, rekiirrent) abortus (HA)
20. gebelik haftasindan 6nce ii¢ veya daha fazla ardisik diisiikk gergeklesmesi olarak tanimlanir
(18). Erken gebelik doneminde spontan abortus; gerek dogal yolla, gerek ise in vitro ferilizasyon
(IVF) gibi yardimci ilireme teknikleri ile gergeklesen gebeliklerde duygusal, ekonomik ve

sosyolojik etkileri sonucunda, anne sagligi agisindan 6nemli problemler olusturmaktadir.
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Abortusun gerek primer komplikasyonlar1 gerek ise tedavi kaynakli sekonder
komplikasyonlari; gebeligin evresine, abortus tipine, uygulanan hasta yonetiminin kalitesine,
annenin saglik durumuna bagl olarak farkli klinik etkiler olusturabilir. Gelisen komplikasyonlar
erken, gec ya da psikolojik/duygusal morbiditeler olarak siiflandirilabilir. Erken morbiditeler
kanama, anemi, septik inkomplet abortus, post abortal sepsis, sok ve organ hasari iken, geg
morbiditeler pelvik inflamatuar hastalik, Asherman’s sendromu ve infertilite olarak siralanabilir

(29).
1.2.2 Epidemiyoloji

Erken gebelik kayiplari klinik olarak taninan gebeliklerin %8-15’inde, tiim gebeliklerin
yaklagik %30’unda ortaya ¢ikmaktadir (20). Kadinlarin tahminen %1 ila %3’t HA deneyimi
yasamakla birlikte, yardimci tireme teknikleri ile gergeklesen gebeliklerin de 6nemli bir kismi
spontan abortus ile sonu¢lanmaktadir (21, 22). Bu durumlarin tibbi, psikolojik, sosyal ve
ekonomik etkileri, epidemiyolojik veriler ile birlikte degerlendirildiginde, dnemli bir halk saglig

sorunu ile kars1 karsiya olundugu agiktir.

Ulkemizde Tiirkiye Niifus ve Saglik Arastirmalari verilerine gore evlenmis kadinlarin
%?22’s1 en az bir kez spontan diisiik yapmistir. Bununla beraber yasam boyu gerceklesen spontan
abortuslarin oraninda son 20 yilda biiylik bir degisim gerceklesmemistir. Bu oran 1993 yilinda
%21 iken, 2013’te %?23’tiir. Annelerde yasam boyu deneyimlenen ortalama spontan abortus
sayist ise 0.32°dir. Bu oran da ¢ok degismemistir. (2008 yilinda 0,28 ve 2013’te 0,33). Ayrica
100 gebelikte goriilen spontan abortus giincel sayisi da 2013 yili ile benzerdir (2013’te 14,

2018’te 13) (23).
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Yardimer iireme teknikleri ile gergeklestirilen gebelikler yiiksek riskli gebelikleri
olusturur. Yiiksek kan basinci, preeklampsi, biiylime geriligi ve kanama spontan gebeliklere
kiyasla daha siktir. Hamilelik sirasinda ortaya ¢ikabilecek ilk komplikasyonlardan biri de ovaryan
hiperstimiilasyon sendromudur. Prematiire dogum orant ve intrauterin Oliim sikli§1 tiim
gebeliklerin ortalamasinin ¢ok tizerindedir. Ayrica, IVF kaynakli gebeliklerin, uyarilmis dogum
veya sezaryen gerektirme oranlar1 6nemli 6lgiide daha yiiksektir. Ancak, bu komplikasyonlarin ve
talihsiz gelismelerin, in vitro fertilizasyonun kendisinden degil, ¢ogul gebeliklerin sikligindan ve
ilgili kadmlarin risk faktorlerinden kaynaklandigi disiiniilmelidir. IVF uygulanan kadinlar
ortalama olarak daha yashdir ve genellikle tiim gebeliklerin toplamindan daha fazla dongi
diizensizlikleri, uterus anomalileri ve obezite ile ilgili sorunlar vardir. Ayrica, yardimci iireme
tedavisi prosediirlerinden sonra ortaya ¢ikan gebeliklerde abortus ve tubal gebelik insidansi
ortalamanin {izerindedir. Modern iireme tibbi yontemleri ile genellikle daha yiiksek oranda ¢ogul
gebelik olugmaktadir. En 6nemli ve Onlenmesi kolay komplikasyon ¢ogul gebeliktir. Cogul
gebeliklerin klinik sorunu, her seyden once, bu cocuklar i¢in 6nemli Slgiide daha yiiksek
morbidite ve mortalite oranimi artiran yiiksek prematiirite ve intrauterin biyiime geriligi
oranlaridir. Tiim ¢ogul fetiisler doguma ulagmaz, ¢ilinkii kadinin yasina bagl olarak tiim ¢ogul
gebeliklerin  %30-%50'sinde bir veya tiim fetiislerde abortus ya da kendinden gerileme

gerceklesir. (24).

Amerika Birlesik Devletleri (ABD) verilerine gore yardimet lireme teknikleri ile olgularin
yaklasik %14,7 oraninda basarisizlik ile sonuclanmakta olup, bu bulgular 1s18inda yardimci
tireme teknikleri spontan abortus igin risk olusturmadigi diistiniilmektedir (21). Ancak farkli bir
calismada yardimci iireme teknikleri sonrasi abortus orani normal kohort grubuna kiyasla 1,20

orantyla daha yiiksektir. Bu caligmaya gore, anne yasi ve Onceki spontan diisiiklere gore
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ayarlandiktan sonra, yardimci iireme teknolojisinin gebeliklerde spontan disiik riskini ¢cok az

artirdig1 goriilmektedir (25).
1.2.3 Etyopatogenez

HA patolojisinin nedenleri arasinda kromozomal, endokrinolojik, anatomik, enfeksiy6z
durumlar ve otommiinite yer alsa da HA etiyolojisi net olarak bilinmemektedir (18). Olgularin
yarisindan fazlasimin spesifik bir nedeni bulunamamasindan dolayi, bu olgulara acgiklanamayan
HA denir ve biiyiik 6l¢iide fetomaternal immiintoleransin basarisizligi ile iliskilidir (26, 27). Bu
abortuslarda tetikleyici immiinolojik faktorler giincel tibbi arastirmalarin  6nemli odak

noktalarindan biridir (2).

Dollenme ile birlikte fetiisler paternal antijenler eksprese ederler. Bu nedenle basarili bir
gebelik i¢in annenin fetiise kars1 immiintoleransinin gelismesi gerekmektedir (3). Gebelikte feto-
maternal ara ylizde lokalize Treg hiicrelerinin genetik diizenlemeleri, fetiise kars1 immiin tolerans
ve patojenlere karsi defans mekanizmalarinda yer alir. Ozellikle Treg ve Th17 hiicreleri
arasindaki denge maternal toleransa aract olur (9). Treg hiicrelerindeki disfonksiyon immiin
iliskili gebelik komplikasyonlarina katki saglayabilir (3). Son ¢aligmalar Treg ve Th17 hiicreleri
arasindaki dengenin bozulmasinin agiklanamayan HA patofizyolojisi ile iliskili olabilecegini
savunmaktadir (9). Agiklanamayan HA olgularinda periferik kandan yapilan akim sitometrik
calismada Treg hiicre oraninin azaldigi, Th17 hiicre oraninin artti1 rapor edilmistir (28). Ayrica
farkli bir ¢aligmada bu gebelerde periferal Treg hiicrelerinin artmadigi; maternal fetal arayiizde
Treg hiicreleri, CTLA-4 ve TGF-B1 seviyelerinin azaldig1 ve IL6, TNF-alfa ve Th17/Treg hiicre

oraninin arttig1 gosterilmistir (29).
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Calismamizda farkli spontan abortus olgularina ait kiiretaj materyallerinde desiduadaki
Treg hiicre sayilar1 CD25 immunohistokimyasal yontemi ile degerlendirilmis olup ilk trimestir
gebelik kayiplart arasinda HA yanisira, IVF sonrasi abortus olgularinin patogenezine 1s1k tutmak
ve gelecekte yapilacak tedavi arastirmalarina yol gostermek hedeflenmektedir. Calismamiz IVF

sonrasi gebelik kayiplarinda Treg hiicre sayisini inceleyen literatiirdeki ilk ¢aligmadir.
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2. MATERYAL METOD
2.1 Olgu se¢imi

Bu c¢alismaya 2012-2020 tarihleri arasinda Dokuz Eyliil Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi’nde tani1 almis ilk trimester abortus materyalleri dahil edilmistir. Calismanin etik
kurallar agisindan onay1, Dokuz Eyliil Universitesi Girisimsel Olmayan Bilimsel Calismalar Etik
Kurulu tarafindan verilmistir. Maternal hastalik ya da kromozomal anomali 6ykiisii olan vakalar
dislanmis olup, kalan olgular missed abortus, HA, IVF sonrasi spontan abortus ve kontrol grubu
olan istemli diisiik materyalleri olarak dort gruba ayrilmistir. Gruplarin her birinde 24 olmak
tizere toplam 96 vaka ¢alismaya dahil edilmistir. Calismaya dahil olan olgulara ait hematoksilen
cosin boyali kesitler, bir arastirmaci tarafindan (MCC) 1s1tk mikroskobunda tekrar
degerlendirilmis ve en fazla desidua igeren bloklardan hazirlanan kesitler immunohistokimya igin

se¢ilmistir.
2.2. CD25 immiinohistokimyasal incelemesi

Calismanin immunohistokimyasal inceleme i¢in gereken biitcesi, Dokuz Eyliil
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Destek Fonu’ndan karsilanmistir. Secilen bloklardan
hazirlanan  kesitlere Treg hiicrelerinin  sayisint  degerlendirmek amaci ile CD25
immiinohistokimyasal analizi uygulanmistir. Bu amagla uygulanan yontem asagidaki basamaklari

icermektedir:

1. Lizinli lamlara alinan 3 mikron kalinliginda kesitler, 60 dakikalik etiivde 2 saat

bekletildikten sonra, Ventana Benchmark Ultra cihazina yiiklendiler.
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2. Cihazda lamlara antijen retrival olarak 64 dakika CC1 soliisyonu uygulandiktan sonra,

44 dakika, 37 °C’de CD25 (4C9) (Ventana) “mouse monoklonal antibody” uygulandi.
3. Zemin boyamasi olarak da hematoksilen uygulanip, lamlara kapatma yapilda.

Immunohistokimyasal yéntem ile belirlenen CD25 pozitif Treg hiicrelerinin
immunboyanma &zellikleri, birbirinden bagimsiz iki arastirmact (EO, MCC) tarafindan her
olguda yogunluk (1-3 arasi) ve dagilim (1-3 arasi) olarak ayri1 ayri skorlandiktan sonra, elde

edilen iki skorun ¢arpimi seklinde kombine edilerek, 0-9 aras1 Q skoru elde edildi (Tablo 1 ve 2).

Tablo 1. CD 25 immiinohistokimyasindaki immunboyanmanin yogunluk skorlamasi

Boyanma yok 0
Zayif boyanma, sadece BBA’da goriiniiyor. 1
Orta yogunluk, KBA’da zorla goriiniiyor. 2
Kuvvetli boyanma, KBA’da kolayca goriiniiyor. 3

*BBA: Biiyiik biiyiitme alani, KBA: Kiigiik biiyiitme alani

Tablo 2. CD 25 immiinohistokimyasindaki immunboyanmanin dagilim skorlamasi

< %S5 immunreaktif hiicreler var 0
% 5-33 immunreaktif hiicreler var 1
% 34-66 immunreaktif hiicreler var 2
> 67% of immunreaktif hiicreler var 3
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2.3 Istatistiksel Analiz

Veriler IBM SPSS Statistics v.22 yazilim programinda istatistiksel analiz agisindan
degerlendirilmistir. Gruplar arasinda Q skor ortalamalarinin farkli olup olmadigi One-Way
ANOVA testi ile analiz edilmis ve anlamli bulundugu durumlarda hangi ikili gruplar arasinda
anlamligin oldugunu bulmak i¢in Post Hoc (Banferroni t testi) testi uygulanmistir. Analizler

sonucunda p degeri 0.05’ten kiigiik oldugu durumlar istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Demografik veriler

Calismamiza dahil ettigimiz 4 ayr1 grubun demografik 6zellikleri Tablo 3’te 6zetlenmis
olup, Tablo 4’te liste olarak belirtilmistir. Missed abortus grubundaki olgularda ortalama anne
yas1 36,4 olup, ortalama gestasyon haftas1 8,4 haftadir. HA grubunda ortalama anne yasi1 33,6
olup, ortalama gestasyon haftas1 8,7 haftadir. IVF sonrasi abortus grubunda ortalama anne yasi
33,5 olup, ortalama gestasyon haftas1 8,8 haftadir. Kontrol grubu olan istemli diisiiklerde ise
ortalama anne yasi 32,8 olup, ortalama gestasyon haftasi 7,2 haftadir. Gruplar arasinda anne yasi

ve gestasyon haftas1 yoniinden istatistiksel fark yoktur.

Tablo 3. Calisma gruplarinda ortalama anne yasi ve gestasyon haftalar

Anne Yasi (ortalama) Gestasyon Haftasi (ortalama)
MissedAbortus 36,4 8,4
Habituel Abortus 33,6 8,7
IVF- Abortus 33,5 8,8
Istemli Diisiik 32,8 7,2
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Tablo 4. Tim olgularin anne yas1 ve gestasyon haftalari

Olgu no Calisma Grubu Yas Gestasyon Haftasi
1 SPONTAN ABORTUS 33 9
2 SPONTAN ABORTUS 34 12
3 SPONTAN ABORTUS 35 8
4 SPONTAN ABORTUS 32 12
5 SPONTAN ABORTUS 28 10
6 SPONTAN ABORTUS 20 10
7 SPONTAN ABORTUS 24 9
8 SPONTAN ABORTUS 34 10
9 SPONTAN ABORTUS 29 12
10 SPONTAN ABORTUS 38 11
11 SPONTAN ABORTUS 34 10
12 SPONTAN ABORTUS 24 12
13 SPONTAN ABORTUS 27 11
14 SPONTAN ABORTUS 43 10
15 SPONTAN ABORTUS 42 9
16 SPONTAN ABORTUS 37 10
17 SPONTAN ABORTUS 29 8
18 SPONTAN ABORTUS 35 9
19 SPONTAN ABORTUS 31 8
20 SPONTAN ABORTUS 37 12
21 SPONTAN ABORTUS 43 8
22 SPONTAN ABORTUS 33 9
23 SPONTAN ABORTUS 36 10
24 SPONTAN ABORTUS 27 10
25 HABITUEL ABORTUS 46 8
26 HABITUEL ABORTUS 36 12
27 HABITUEL ABORTUS 37 8
28 HABITUEL ABORTUS 36 11
29 HABITUEL ABORTUS 28 9
30 HABITUEL ABORTUS 29 9
31 HABITUEL ABORTUS 46 6
32 HABITUEL ABORTUS 34 6
33 HABITUEL ABORTUS 36 8
34 HABITUEL ABORTUS 25 12
35 HABITUEL ABORTUS 35 8
36 HABITUEL ABORTUS 47 8
37 HABITUEL ABORTUS 33 9
38 HABITUEL ABORTUS 41 8
39 HABITUEL ABORTUS 41 8
40 HABITUEL ABORTUS 20 8
41 HABITUEL ABORTUS 34 9
42 HABITUEL ABORTUS 37 9
43 HABITUEL ABORTUS 24 12
44 HABITUEL ABORTUS 33 7
45 HABITUEL ABORTUS 40 7
46 HABITUEL ABORTUS 46 8
47 HABITUEL ABORTUS 21 8
48 HABITUEL ABORTUS 38 12
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Tablo 4. Olgularin anne yas1 ve gestasyon haftalar1 (devam)

Olgu no Calisma Grubu Yas Gestasyon haftasi
49 IVF-ABORTUS 37 9
50 IVF-ABORTUS 38 12
51 IVF-ABORTUS 39 9
52 IVF-ABORTUS 33 10
53 IVF-ABORTUS 44 9
54 IVF-ABORTUS 39 8
55 IVF-ABORTUS 32 9
56 IVF-ABORTUS 30 6
57 IVF-ABORTUS 31 9
58 IVF-ABORTUS 33 8
59 IVF-ABORTUS 36 8
60 IVF-ABORTUS 32 9
61 IVF-ABORTUS 23 10
62 IVF-ABORTUS 30 9
63 IVF-ABORTUS 32 11
64 IVF-ABORTUS 34 7
65 IVF-ABORTUS 29 8
66 IVF-ABORTUS 31 8
67 IVF-ABORTUS 37 9
68 IVF-ABORTUS 30 10
69 IVF-ABORTUS 29 12
70 IVF-ABORTUS 32 9
71 IVF-ABORTUS 35 7
72 IVF-ABORTUS 36 5
73 KONTROL GRUBU 41 6
74 KONTROL GRUBU 28 7
75 KONTROL GRUBU 31 8
76 KONTROL GRUBU 37 6
77 KONTROL GRUBU 36 9
78 KONTROL GRUBU 33 9
79 KONTROL GRUBU 22 9
80 KONTROL GRUBU 38 7
81 KONTROL GRUBU 25 8
82 KONTROL GRUBU 38 9
83 KONTROL GRUBU 36 7
84 KONTROL GRUBU 33 8
85 KONTROL GRUBU 29 7
86 KONTROL GRUBU 33 7
87 KONTROL GRUBU 31 8
88 KONTROL GRUBU 37 5
89 KONTROL GRUBU 41 5
90 KONTROL GRUBU 36 6
91 KONTROL GRUBU 29 7
92 KONTROL GRUBU 33 7
93 KONTROL GRUBU 37 6
94 KONTROL GRUBU 29 10
95 KONTROL GRUBU 29 6
96 KONTROL GRUBU 36 6
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3.2 Immiinohistokimyasal bulgular

Calismamiza dahil edilen 4 grupta CD25 immunhistokimyasal boyamas: ile pozitif
bulunan Treg hiicreleri i¢in skorlama yapilmistir (Resim 1-4). Degerlendirme sonuglarinin
dokiimii Tablo 5°te gosterilmistir. Missed abortus grubundaki olgularin ortalama yogunluk skoru
2.25, ortalama dagilim skoru 1.67 ve ortalama Q skoru 3.96’dir. HA grubunda ortalama yogunluk
skoru 1.75, ortalama dagilim skoru 1.67 ve ortalama Q skoru 3.25’tir. IVF abortus grubunda
ortalama yogunluk skoru 1.87, ortalama dagilim skoru 1.4 ve ortalama Q skoru 3.62’dir. Kontrol
grubu olan istemli diisiik olgularinda ise ortalama yogunluk skoru 2.33, ortalama dagilim skoru

2.37 ve ortalama Q skoru ise 5.46’dir. (Tablo 6).

Resim 1. Kontrol grubunda yiiksek Q skoru: CD25 Treg hiicreleri sayica goreceli olarak daha

yiiksek oranda izlendi.
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Resim 3. Habitual abortus grubunda, desidual Treg hiicreleri sayica belirgin azalmusti.
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Resim 4. IVF abortus grubunda, desidual Treg hiicreleri sayica belirgin azalmisti.
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Tablo 5. Calisma gruplarinin CD25 boyanmasi agisindan yogunluk, dagilim ve Q skorlari

OLGU NO
1

O 00 NGOV A WN

N o n W N = O O NOOUV A, WNERERPROOVWOWOWNOUVRA,R WNROOOVOONOURAEWNRERDO

GRUP
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
SPONTAN ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS
HABITUEL ABORTUS

Yogunluk skoru Yayginhk skoru Q skoru

P O N NNNNMNNORNNDNNDNNNDNNNDNNDNNDNNDNDNDNDNWWWWWWWNWNMNNDMNNDNNDNDNWNNOPLP,OREPRENDOO

0

R O N NNNNNNORNNNNNNERENNNNNRERNDNDNNDNNNNNNWWWENNRERPOR,ORREN

PO~ prprbdEEAEP_POPRPREEAEEAEEEAEAENEEEEEAEDEENOOOODOODOOOOOOOOOOD O OOOOONOOPANOPRL,ORPRFEP MO
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Tablo 5 (devam)

OLGU NO
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96

GRUP
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
IVF ABORTUS
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU
KONTROL GRUBU

Yogunluk skoru Yayginlik skoru Q skoru

N W W WNNNNNDNNNWNDNWNWWNNWNNDNWWNNERWWWNWWWOONWOONOWWLPELOo

0

W W W NNNWWWWWNNNNNWNNNNNNNNNNWERNNRWNNNOORNOONONNLPRE

o v uowvoops~poooooooon oo b0 PpPOoOOOOOPPOERFR OO0 WOOOOOO0OOOONOOOOPMMOOO RO

27



3.3 Istatistiksel analiz bulgular:

Gruplar arasinda Q skor ortalamalarinin farkli olup olmadigi One-Way ANOVA testi ile
degerlendirilmis olup, p degeri 0,003 oldugundan dolay1 gruplar arasi anlamli fark vardir. Bu
farkin nereden kaynaklandig1 saptamak igin yapilan post hoc testinde; kontrol grubu ile HA ve
IVF-abortus grubu arasinda anlamli fark oldugu (sirastyla p= 0,003 ve p= 0,02), ancak kontrol
grubu ile missed abortus gruplar1 arasinda ise anlamli fark bulunmadigi (p=0,09) saptanmustir.
HA ve IVF-abortus olgularinda desidual CD25 pozitif Treg hiicrelerinin sayisi ve

ekspresyonunun anlamli olarak azaldigi goriilmektedir.

Tablo 6: Calisma gruplar1 ortalama Q skorlar1 ve standart sapmalar

Grup Ortalama N Std. Dev.
Missed Abortus 3,96 24 2,39
Habituel Abortus 3,25 24 1,39
IVF Abortus 3,62 24 2,67
Kontrol Grubu 5,46 24 1,67
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4. TARTISMA

Calismamizda HA ve spontan abortus ile komplike olan IVF olgularinda, desidual CD25
pozitif Treg hiicrelerinin sayisi kontrol grubuna gore anlamli olarak azalmis olarak bulunmustur.
Bu durum spontan abortuslar igerisinde, diger spontan abortuslardan farkli olarak bu iki gruba
Ozgii bir bulgudur. Dolayisiyla Treg hiicrelerinin niceliksel 6zelligi, HA yanisira IVF sonrasi

abortus gelisimi ile iligkili olabilir.

Gebelik ile ilgili 17 ¢alismanin meta analiz incelemesinde, kontrol grubundaki kadinlara
kiyasla HA olgularda hem periferik kanda hem de desiduada Treg hiicrelerinin sayist ve
islevselliginin azaldig1 gosterilmistir (30). Benzer sekilde preeklampsili kadinlarda da hem
periferde hem de desiduada azalmis Treg hiicre sayilar1 ve periferik kan Treg sinyallerinde
bozulma bulunmustur (31-33). Periferik kandaki Th17 ve Treg hiicrelerinin dengesi ile ilgili
farkli bir arastirmada, daphnetin isimli maddenin nedeni agiklanamayan HA olgularinda Th17
tipi sitokinleri ve IL2’yi azalttigi gibi Treg tipi TGFB1 ve IL6 gibi sitokinleri ise arttirdigi
saptanmistir. Ayrica bu arastirmada daphnetin isimli maddenin RoRyt/FOXP3 oraninda diistlise
ve Treg hiicrelerinden yana artisa neden oldugu gézlenmistir. Bu nedenle bu madde ile tedavinin

gebeligin devamliligina katki saglayabilecegi belirtilmistir (34).

Saglikli gebelikler ile HA ile sonuclanan olgulari karsilastiran bir aragtirmada kromozom
anomalisi olmayan 30 hastaya Ig (immiinoglobulin) ve HCG (human koryonik gonadotropin
hormon) kombine tedavisi uygulandiktan sonra, akim sitometri ile Treg ve Th17 hiicre sayilar
saptanip kiyaslanmistir. Tedavi dncesinde kontrol grubuna gore HA’l1 grupta periferik kandaki ve
desiduadaki Th17 hiicre sayist daha yiiksek iken Treg hiicre sayist daha disiiktiir. Tedavi sonrasi

ise tedavi Oncesi hasta gruba kiyasla, Th17 hiicre orani1 daha diisiik ve Treg hiicre orani daha
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yiiksek saptanmistir. Boylelikle Th17 ve Treg hiicre dengesi Treg lehine tersine donmiistiir. Bu
caligmaya gore Ig ile kombine HCG tedavisinin, olumsuz gebelik sonuglarinda diizelme

saglayabilecegi diisliniilmiistiir (35).

Yeterli nitelikteki embriyolara ragmen rekiirren implantasyon basarisizligi yasayan
kadinlarda, endometrial mikro ¢evre anahtar faktor olabilir. Bu esnada endometriumdaki immiin
hiicrelerin yarisindan ¢ogu dogal immiin sisteme ait uterin NK hiicreleridir. Makrofajlar,
dendritik hiicreler ve Treg hiicreler gibi adaptif immiin T hiicreler de bulunur. Rekiirren
implantasyon basarisizliginda, kan ve endometriumda CD57+/CD56+ NK hiicrelerinin oraninin
artmis oldugu bulunmustur. Bu oran kandaki FOXP3+ Treg hiicre sayisiyla ters orantili olarak
gosterilmistir (36). Ayrica FOXP3 gen polimorfizmi ile HA arasinda iliski saptayan arastirmalar
da vardir (3, 37). Klinik ¢aligmalar normal gebe kadinlara kiyasla bu gebelerde CD4 +, CD25 +
ve FOXP3 + Treg ekspresyonunun 6nemli dl¢iide azaldigini gostermistir (38, 39). Ayrica geg
follikiiler fazda periferik CD4 + CD25 + FOXP3 + Treg hiicre yiizdelerinin azalmis olmasi,
yapay donér sperm inseminasyonu basarisizligr ile iligkilidir (26). FOXP3 + Treg hiicrelerinin
gebeligin siirdiirtilmesindeki 6nemi agik iken, farkli FoxP3— Treg tiirlerinin de konuyla iligkisinin
belirlenmesi gerekmektedir. Siipresif kapasitesi kanitlanmis olan FOXP3 - Treg hiicreleri
desiduada bulunur ve bu yiizden, goriiniise gore maternal mikrogevreye katki saglamaktadirlar

(40).

Treg hiicrelerinin farkli alt gruplari olup, bunlar farkl fenotip 6zelliklere sahiptir ve farkl
sekillerde fonksiyon gosterirler. Hangi mekanizmalarin Treg hiicrelerini desiduaya gergek
anlamda cektigi agikliga kavusturulmayr beklemektedir. Treg hiicrelerinin ¢ogaldiklar1 yerler
olan desiduada veya lenf diigiimlerinde antijen sunan hiicreler (APC'ler) tarafindan lokal olarak

aktive ediliyor olabilir ya da fetal antijenlere spesifik olabilirler (40). Farelerde fetiise 6zgii
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Treg'lerin, semen maruziyetinden kisa bir siire sonra uterusu drene eden lenf diigiimlerinde tespit

edilebildigi ve gebelikle birlikte sayilarinin arttigi da gosterilmistir (41).

Erken HA olgularinda PD-1 (Programli hiicre 6liim reseptorii 1) ve PD-L1 (Programli
hiicre 6liim ligand1 1) ile Treg hiicreleri arasindaki iliskiyi inceleyen bir c¢alismada, Treg
hiicrelerinde PD-L1 molekiilii ve mRNA seviyeleri daha diisiik bulunmustur. Bu durum Treg
hiicrelerinin PD-1/PD-L1 yolag: lizerinden maternal-fetal immiin toleransa, immiinsiipresyon
yoniinde katki yaptigi seklinde yorumlanmistir (42). Mikroarray yaklasimi ile yapilan ilk
calismada desidual hiicrelerde gen ekspresyonu degerlendirilmis; sonucunda immunite ve hiicre

invazyonu ile iligkili genlerin HA etyopatogenezinde rol oynadigi 6ne siiriilmiistiir (43).

Treg hiicrelerini hem periferik kanda hem de desiduada degerlendiren calismalar
mevcuttur. Literatiirde Treg hiicrelerinin saptanmasi i¢in en sik kullanilan yontem akim sitometri
olsa da CD25 ve FOXP3 immiinohistokimyalarini uygulayan nadir arastirmalar da vardir (44).
Biz bu calismamizda Treg hiicrelerini saptamak i¢cin CD25 immiinohistokimyasini kullandik.
Ayrica CD25 immiinohistokimyasi ile degerlendirme yapan ¢alismalar iginde, ek olarak boyanma

dagilim ve yogunlugunu ayri ayri skorlamamiz ¢alismamizin 6zgiin yoniidiir.

CD4+ CD25+ FOXP3+ Treg hiicrelerinin agiklanamayan HA iizerindeki etkilerini ve etki
mekanizmasini arastiran bir baska calismada, akim sitometri ve ELISA yontemleri ile periferik
kanda bu hiicrelerin sayis1 ve enflamatuar sitokin konsantrasyonlari dl¢iilmiistiir. Abortusa yatkin
bir fare modeli olusturmak i¢cin CBA/JxDBA/2J eslesmesi kullanilmis ve model farelere, Toll
benzeri reseptor 4 (TLR4) antagonisti olan E5564 ile TLR4 agonisti lipopolisakarit
uygulanmistir. Sonug¢ olarak bu calismada agiklanamayan HA’li kadinlarda CD4+ CD25+

FOXP3+ Treg hiicrelerinin sayismin diisiik oldugu ve inflamatuar yanitin fazla oldugu
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gosterilmistir. Bu bulgu bizim ¢alismamizda elde ettigimiz sonucglarla uyumludur. Fare
modelinde ise Toll like reseptdr (TLR) antagonisti E5564’tin CD4+ CD25+ FOXP3 + Treg hiicre
sayisint arttirdigl, inflamatuar yaniti azaltti§i ve FOXP3 mRNA ve protein ekspresyonunu
arttirdigr goriilmiistiir. TLR4 agonisti lipopolisakkaritlerin ise bu bakimdan ters yonde etkileri
oldugu saptanmigtir. Sonug¢ olarak bizim bulgularimiz1 agiklayacak tarzda, CD4+ CD25+
FOXP3+ Treg hiicrelerinin, HA olgularinda homeostazisi TLR4/nuclear factor-kB yolag:
izerinden yonettigi ¢ikarimi yapilmis ve TLR4 antagonisti olan E5564 maddesinin HA

tedavisinde kullanilabilecek yeni bir potansiyel ilag olabilecegi belirtilmistir. (26)

Farkli bir calismada ise immiinsiipresan siklosporin A kullanimimnin HA &ykiisii olan
gebelerde ko-inhibitor molekiilleri artirarak periferik kandaki Th17 hiicre oranimi azalttigi ve
Treg hiicrelerini baskin hale getirdigi saptanmistir. Ayn1 ¢alismada ayrica, geleneksel anne bakim
ilac1 olan progesteronun, HA tedavisinde birka¢ yardimci inhibitér molekiiliin seviyelerini

diizenleyen bir immiinomodiilat6r role sahip oldugu da one siiriilmiistiir (45).

Treg hiicrelerinin gebelikteki rolii ile ilgili 17 ¢alismanin sistematik bir incelemesinde,
kontrol grubundaki gebelere kiyasla HA kadinlarda hem periferik kanda hem de desiduada
Treg'lerin sayisi ve islevselliginin azaldigi gosterilmistir (30). Aluvihare ve ark. (46) farelerdeki
Treg hiicrelerinin fetal allogreft toleransi olayinda ¢ok 6nemli bir rol oynadigint gdstermistir. T
hiicre eksikligi olan gebe farelere, CD25 pozitif Treg hiicreleri 6zelligi tiikkenmis lenfositlerin
uygulanmasi ile yapilan adoptif transfer deneyleri abortus ile sonug¢lanmistir. Aradaki nedensel
iliskiyi giiglendiren bir diger ¢alisma ise anti CD25 monoklonal antikorlarinin transferinin
farelerde implantasyon basarisizligina yol actigini gostermektedir (47). Ayrica, gebeligin

indiikledigi CD4+ CD25+ Treg'lerin uygulanmasi, diisiik yapmaya meyilli hamile fareleri fetiis
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rejeksiyonundan  korumustur (48, 49). Biitin bu sonuglar ¢alismamizin sonuglarini

desteklemektedir.

Ayrica son calismalar Treg ve Thl7 hiicreleri arasindaki dengenin bozulmasinin
aciklanamayan HA patofizyolojisi ile iligkili olabilecegini savunmaktadir. Normalde desiduada
bir Th17 hiicresi popiilasyonu bulunur ve maternal-fetal arayiizii mikrobiyal enfeksiyonlardan
korudugu diistiniiliir. Th17 hiicreleri genellikle proinflamatuar 6zelliktedir ve hamilelik sirasinda
popiilasyon genisler (50). Ancak bu genislemenin Treg hiicreleri tarafindan diizenlendigi 6ne
stirilmustiir (51, 52). Treg hiicreleri tarafindan diizenlenen immuntolerans ile Th17 hiicrelerinin
rol oynadig1 koruma arasindaki dengeyi saglamak kritiktir. Bu denge Th17/Treg hiicre orani

olarak tanimlanir (46, 53).

Immiinolojik faktdrlerin gebelik basarisizliginda dnemli bir rol oynadig gésterildiginden,
implantasyon sirasinda uygun immiin yanitlarin olusturulmasi basarili bir gebelik i¢in kritik
oneme sahiptir (9). Bu faktorler antifosfolipid antikorlar1 (54, 55) , antitiroid antikorlar1 (56, 57),
antiniikleer antikorlar (58), antiovaryan antikorlar (59) ve artmis IgM (60) seviyeleri gibi hiimoral
immiin anormallikleri yanisira NK hiicresi artis1 (61, 62, 63) ya da stipresor T hiicre azalmasi (64)
gibi hiicresel immiin anormallikleri igerir. HA olgularinda periferik kandan yapilan akim
sitometrik ¢alismada Treg hiicre oraninin azaldigi, Th17 hiicre oraninin arttig1 rapor edilmistir
(28). Insanlarda yapilan kimi calismalarda ise farkli olarak, HA olgularinda kontrol grubuna gére
desidua ve periferal kandaki Treg sayis1 azalmistir (65, 66). Ancak bu ¢aligmalarda Treg hiicreleri
icin farkl belirtegler kullanilmig olup, farkli kontrol gruplari ve abortus i¢in farkli tanimlar

mevcuttur.
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Immiinfenotipe gore degerlendirilen Treg hiicreleri calismalarina ek olarak, bazi
calismalarda HA oykiisii olan kadinlar ile normal fertil kadinlarda bu hiicrelerin fonksiyonel
ozellikleri incelemistir. Arruvito ve ark. (67) periferik kandaki Treg hiicrelerin, karisik bir
lenfosit reaksiyonunda paternal allo-stimiilasyona yanit olarak, hem kontrol grubundan hem de
HA olgularindan iretilen CD4+ CD25- efektor hiicrelerin proliferasyonunu inhibe etme
yetenegini degerlendirmistir. HA O0ykiisii olan kadinlarda saglikli, HA 6ykiisii olmayan kadinlarin
seviyesinde siipresyon yapabilmek i¢in daha fazla CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg hiicresinin
gerektigini bildirmiglerdir. Bao ve ark. tarafindan yapilan bir bagka calismada, CD4+ CD25+
CD127- Treg hiicrelerinin, HA olgularinin desidualarindaki efektor T hiicrelerinin proliferasyonu
tizerinde daha diisiik bir inhibitor etkisi oldugu gosterilmistir (68). Ayrica baska bir ¢calismada ise
Treg hiicrelerinin inhibitor etkilerine aracilik eden IL10 ve TGF-f’nin HA olgularinda kontrol

grubuna gore Treg hiicrelerinde azalmis oldugu gosterilmistir (68-71) .

Teshnizi ve ark. (3), FOXP3'te saptanan iki single niikleotid polimorfizm (SNP) ile
immiin iliskili gebelik komplikasyonlar1 arasinda anlamli bir korelasyon gostermistir. Ancak bu
SNP degisikligi sadece abortus degil, ayrica preeklampsi ve endometriozisli gebeleri igeren
cesitli gebelik komplikasyonlarint da igermektedir. Dolaysisiyla bu bulgu spontan abortus

olgularina 6zgii bir durum degildir.

HA olgularina ait ¢alismalarda elde edilen bu veriler, maternal fetal arayiizde normal
immiin homeostaz1 diizeltmek amaciyla ¢esitli immiin tedavilerin gelistirilmesine ve
kullanilmasina yol agmistir. Bu immiin modiilatérlerden biri intravendz immiinoglobulin (IVIg)
kullanimidir (9). immiinoglobulinler, bagisiklik sisteminin hiimoral kolu olan B lenfositleri ve
plazma hiicreleri tarafindan iiretilen proteinlerdir. Bes immiinoglobulin sinift arasinda 1gG insan

serumunda bulunan en yaygin antikor tipidir ve bakteriyel ve viral enfeksiyonlarla savagmak igin
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en onemli olanidir (72-74). IVIg, normal kan donodrlerinin plazmasindan IgG fraksiyonlar
ekstrakte edilerek yapilir ve 1000-15.000 dondr serumunun havuzundan hazirlanir. IVIg, antikor
eksiklikleri gibi immiinolojik bozukluklari olan hastalarda tercih edilen tedavi yontemidir (75).
Aslinda immiinomodiilator etkileri nedeniyle ¢ok sayida immiin ve inflamatuar bozuklukta da

kullanilmaktadir (76-79).

Giintimiizde gebelikte immiintolerans ile iligkili tedavi edici yontemler konusunda az
sayida calisma vardir. Otoimmiin aracili gebelik/iireme yetmezliginin tedavisi i¢in Onerilen
tedavilerden biri saglikli dondrlerin plazmasindan tiiretilen genis bir antikor yelpazesini igeren
intraven6z immiinoglobulin (IVIg) infiizyonunu igerir. Ge¢mis yillarda IVIg, HA ve tekrarlayan
implantasyon basarisizligindan muzdarip kadinlarda canli dogum oranimi iyilestirmek igin
kullanilmistir (80-82). IVIg’in ana etki mekanizmast NK hiicre inhibisyonu, antijen sunan
hiicrelerin islevlerinin modiilasyonu, sitokinlerin ve otoantikorlarin nétralizasyonu, B hiicre
farklilasmasinin inhibisyonu ve Treg hiicrelerin artisi ile ilgilidir (83-88). Farkli bir ¢alismada ise
dogum eyleminin, Treg hiicre fonksiyonunda azalma ve mononiikleer hiicre aktivitesiyle iligkili
oldugu o6ne siiriilmistiir (89). IVIg ile ilgili yapilan farkli bir arastirmada ise tregitoplarin immiin
aracilikli gebelik kayiplarinda terapétik miidahale igin potansiyel arag olabilecegi belirtilmistir

(90).

Mueller-Eckhardt ve ark (9) HA olgulart i¢in IVIg bazl tedaviyi ilk kullanan
arastirmacilardir. HA i¢in terapdtik yaklasim i¢in dnerilen gerekce, normalde annenin bagisiklik
sistemi tarafindan fetlisii immiinolojik reddedilmeye karsi korumak i¢in iiretilen bloke edici
antikorlarin HA olgularinda eksik oldugu hipotezine dayanmaktadir. Yazarlar IVIg'nin genis bir
dondr havuzunda islendigi i¢in, bu preparatlarin muhtemelen fetiisii immiinolojik rejeksiyondan

koruyabilecek spesifik antikorlar icermesi gerektigini One siirmiislerdir. HA olgularinda
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kullanilan intravendz immiinoglobulin, daha once HA tedavisinde uygulanan allojenik
lenfositlerle aktif immiinizasyonun aksine, pasif immiinizasyon olarak adlandirtlmigtir. IVIg’in,
parental lenfositler ile aktif immiinizasyondan daha avantajli oldugu, basarili gebelik ve dogum

oranlarina yol agtig1 ve daha az yan etkiye sahip oldugu gosterilmistir (9).

Baglangicta HA Oykiisii olan kadinlarda IVIg tedavisinin 6nemli bir yarari oldugu 6ne
strilmistir (91, 92). Ancak daha sonraki randomize, plasebo kontrollii ¢alismalarda higbir
yararlt etki bulunamamistir (93, 94). Dolayisiyla HA olgularinda IVIg uygulamasinin terapdtik
etkinligi ve avantaji konusunda fikir birligi yoktur. Bununla birlikte Treg hiicre popiilasyonunun
genislemesinin, IVIg’in bagisiklik sistemini modiile ettigi mekanizmalardan biri olabilecegi ve
anormal Th17/Treg orami ile karakterize belirli bir hasta grubunda etkili oldugu da one
stirilmiigtiir. IVIg’in Treg hiicre popiilasyonunun genislemesini ve Thl7 hiicrelerinin
baskilanmasini indiikleyebilecegi Onerilen mekanizma Sekil 2'de sunulmustur. 1VIg tedavisi,
Treg hiicrelerinin proliferasyonunu ve ilgili sitokinlerin ekspresyonunu artirarak etki eder.
IgG’nin T hiicreler ile dogrudan etkilesimini veya diger hiicresel hedeflerin, genellikle de
dendritik hiicre (DH) ve makrofajlar gibi APC’lerin modiilasyonunu igerebilir. Ayrica B
hiicreleri veya NK hiicreleri gibi diger hiicrelerle etkilesime girebilir. 1VIg tedavisi ayrica, Th17
hiicrelerinin ve bunlarin ilgili sitokinlerinin proliferasyonunu ve olgunlagmasini inhibe ederek de
etki eder. IVIg tedavisi, Th17/Treg hiicre dengesini azaltarak, bagisiklik toleransini arttirir ve

basarili bir gebeligin slirmesini saglayabilir (9).
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Sekil 2. intravendz immiinoglobulinin (IVIg) tedavisinin etki mekanizmasi (9)

Sayica smiurli olmalarina ragmen, Treg hiicrelerinin Th17 hiicreleri ile oranmi
degistirmeye yonelik Daphnetin, HCG, siklosporin A gibi tedavilere yaniti inceleyen farkli
caligmalar da bulunmaktadir (34, 35, 26). Ancak bu tedaviler ile gebelik sonuglarinin korelasyonu
konusundaki sorular heniiz yanitlanmamis ve tartismali olmustur. Bu yoniiyle yaptigimiz ¢aligma

hem bu calismalar i¢in destekleyici, hem de yeni arastirmalar i¢in 6n agici niteliktedir.

HA olgularinda Treg'lerinin seviyeleri ve islevi azalmistir. Bu etki periferal kandan daha
cok plasentada analiz edilen Treg'ler i¢in belirgindir. Ancak aradaki iligkiyi nedensel olarak
aciklayabilmek i¢in ek molekiiler ¢caligmalar yanisira kohort ¢aligmasi yapilmasina ihtiyag vardir
(30). Treg hiicrelerinin etki mekanizmalarini daha detayli aragtirmak igin, uterus anormalligi gibi
bilinen bir nedeni olan HA olgular ile nedeni agiklanmayan idiyopatik HA olgularini igceren bir
kohort ¢aligmasi yapilabilir. Her iki grupta Treg hiicrelerinin sayica azaldigi gosterilebilirse, bu

azalma spontan abortusun genel bir sonucunu isaret edebilir.
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Yardimer iireme teknikleri, IVF ve ICSI (“Intra Cytoplasmic Sperm Injection”) ile
gerceklesen gebelikler arasinda abortus ile sonuglanan vakalarin hiicresel ve molekiiler
ozelliklerini inceleyen bir arastirmada, ister dogal yolla ister yardimci iireme teknikleri ile olsun,
spontan abortusun gebelikle ilgili en sik goriilen komplikasyon oldugu belirtilmis ve bunlarin
yaridan fazlasinda kromozomal anormalliklerin neden oldugu bildirilmistir. Bu g¢aligmadaki
veriler 1s1ginda, ilk trimester kayiplarinin gebeliklerin dogal gebelik, IVF veya ICSI ile
gerceklestigine bakilmaksizin - %59 ile %64 arasinda degisen oranlarda kromozomal
anormalliklerden kaynaklandigim1 ve karyotipleme sonuglarinin dagiliminda istatistiksel bir
farklilik bulunmadigini ortaya koymustur. Bu sonuglar yardimci iireme tekniklerinin normal
gebelige kiyasla sitogenetik riski artirmadigini gosteren diger ¢alismalarla uyumludur. Ayrica
onceki ¢alismalarda andploidi oranlarinin, konvansiyonel IVF ve ICSI gruplart arasinda higbir
korelasyon gostermedigini dogrular sekildedir. Sonug olarak fetiisiin kromozomal anormalligi,
gebeliklerin dogal gebelik, IVF veya ICSI yoluyla gerceklesmesinden bagimsiz olarak spontan

abortuslarinimn ilk trimesterde ana nedenidir (95).

Treg hiicreleri ve spontan abortus iliskisinden yola ¢ikilarak abortus riskini 6ngérmek
acisindan, Treg hiicrelerinin say1 ve ekspresyonu esik degerlerle gruplandirilabilir. Ancak
literatiirdeki ¢alismalarin ¢ogu ¢alisma gruplarinin ortalama Treg hiicre degerlerini paylasmistir
ve genis bir analiz i¢in yeterli datay1 saglamamaktadir. Bizim bu ¢alismada tiim olgular1 tek tek
boyanma 6zelliklerine gore tablo olarak paylasmamiz, bu acgidan ilerde farkli aragtirmalar igin
veri saglama Ozelligi tasimaktadir. Bir esik degeri belirlemek igin “Bireysel Hasta Verileri”
incelemesi onerilir (96). Geleneksel meta-analizin aksine, bireysel hasta verilerin meta analizi,
orijinal calismalarin verilerini kullanir ve bir “cut-off” degerinin hesaplanmasini saglayan

bireysel diizeyde analize izin verir. Farkli kohortlar arasindaki Treg degerleri degisebilse de bir
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esik degere ulasabilmek igin aynm aralikta Treg degerlerine sahip kohortlardan veri alinmalidir.
Bu esik deger, terapdtik bir riski 6ngérmek i¢in HA olgularinda prospektif kohort ¢alismalarinda
kullanilabilir. Kwiatek ve ark. (97) kendi datalarimi temel alarak bir “cut-off” degeri
belirlemislerdir. Bu ¢alismada kullanilan belirte¢ CD4+ hiicrelerin, CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg
hiicrelerine oranidir. Esik deger %1.50 olarak belirlenmistir. Bu ¢aligmaya goére, %70 duyarlilik
ve %75 ozgilliik ile Treg diizeyi en iyi 6ngoriicli belirteg olarak bildirilmistir. Ancak bu saptama

pratik agidan tartigmalidir.
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5- SONUCLAR

Calismamizda Treg hiicrelerinin, &zellikle spontan abortus ile komplike olan IVF

gebeliklerin etyopatogenezindeki roliiniin ¢alisilmis olmasi 6zgiin deger tagimaktadir.

Desidual CD25+ Treg hiicrelerinin sayist HA ve IVF sonrasi spontan abortus gruplarinda
anlamli olarak diisiik bulunmustur. Spontan abortus grubu ile kontrol grubu arasinda ise
anlamli fark bulunmamustir. Dolayisiyla Treg hiicreleri niceliksel olarak, HA ve IVF

sonras1 spontan abortus gelisimi ile ilgili olabilir.

Treg hiicrelerinin bu konuda 6nemi ile ilgili kesin bir sonuca varmak icin ekspresyon

analizi diizeyinde molekiiler ¢calismalara ihtiyag¢ vardir.

IVIg tedavisinin Treg hiicre popiilasyonunu genisletici etkisinin oldugunu 6ne siiren
calismalar 15181nda, spontan abortus riskinin 6ngoriildiigii HA ve IVF olgularinda, 1VIg

tedavisinin etkinligini ortaya koyacak kanita dayali klinik ¢alismalara gereksinim vardir.
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