Arastirma Makalesi / Research Paper

Ege Tip Dergisi / Ege Journal of Medicine 2019;58(2):170-177

Spontan abortus ve istemli gebelik tahliyesi olgularinda desiduada T lenfosit
subgruplari ve uterin dogal odldiriici hiicre sayillarinin immunohistokimyasal
yontem ile karsilagtiriimasi

An immunohistochemical staining study for comparison of the T lymphocyte subgroups
and the uterine natural killer cells in the decidua from spontaneous abortions and
voluntary pregnancy terminations
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Oz

Amag: Desiduada T lenfositlerin toplam sayilarinin, sitotoksik (Ts) ve helper (Th) alt gruplarinin ve uterin naturel killer (UNK)
hticre sayilarinin abortuslar ve tekrarlayan gebelik kayiplarinin (TGK) patogenezindeki roltiniin arastiriimasi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: Ocak 2003- Ocak 2005 tarihleri arasinda Ege Universitesi Kadin Hastaliklari ve Dogum kliniginde
gebelik tahliyesi yapilmis ve kiretaj materyallerine ait parafin bloklari elde edilen abortus (n:29) ve saglikli kontrol olarak
istege bagh gebelik tahliyeleri (n:10) olgulan ¢calismaya dahil edildi. Tim T lenfositler igin ortak belite¢ CD3, Th igin CD4, Ts
icin CD8 ve uNK hiicreleri igin CD56 belirtegleri ile segici immunohistokimyasal boyama saglandi ve her preparat icin 10
alanda hucreler sayildi.

Bulgular: Medyan CD3+ T lenfosit toplam hiicre sayilari kontrol grubunda 314 (210-489), inkomplet abortus grubunda 560
(183-1602) ve missed abortus grubunda ise 426 (154-1102) idi (p: 0.117). Medyan CD4+ Th hicre sayilari kontrol
grubunda 143 (87-203), inkomplet abortus grubunda 236 (77-735) ve missed abortus grubunda ise 236 (76-677) idi (p:
0.441). Medyan CD8+ Ts hiicre sayilar kontrol grubunda 179 (105-279), inkomplet abortus grubunda 239 (90-820) ve
missed abortus grubunda 197 (84-560) idi (p:0.530). Medyan CD56+ uNK hiicre sayilari kontrol grubunda 634 (554-1390),
inkomplet abortus grubunda 714 (653-2165) ve missed abortus grubunda 712 (306-2108) idi (p:0.099).

Sonug: Abortuslar ve TGK heterojen gruplardir ve farkli patogeneze sahip olgulardan olugsmaktadir. Bir alt grupta immiin
mekanizmalar nedensel rol oynuyor olabilir. Oncelikle karyotip analizi ile kategorize edilmis gruplarda daha giincel
metodlarla (akis sitometri, gen ekspresyon ve reseptor aktivasyon analizleri) yapilacak ileri galismalar abortuslarda immiin
sistem elemanlarinin karmasik rolinin aydinlatiimasi igin gerekli gérinmektedir.

Anahtar Sézciikler: Abortus, desidua, tekrarlayan gebelik kayiplari, T lenfositler, uterin dogal élduriicl hiicreler.
6z
Aim: To investigate the role of the decidual total T lymphocyte count, T cytotoxic (Tc) and T helper (Th) sub-populations

and the uterin natural killer (UNK) cells in the pathogenesis of the spontaneous abortions (SA) and recurrent pregnancy loss
(RPL) cases.

Materials and Methods: We included the SA (n:29) and the voluntary pregnancy termination (n:10) cases which were
undergone suction curettage between January 2003-January 2005 at the Ege University Obstetrics and Gynecology
Department and their paraffin blocks were obtained.

Results: Median CD3+ T lymphocyte cell counts were not different between the control (314; 210-489), incomplete
abortions (560;183-1602) and missed abortions (426;154-1102) groups (p:0.117). Median CD4+ Th cell counts were not
different between the control (143; 87-203), incomplete abortions (236;77-735) and missed abortions (236;76-677) groups
(p:0.441). Median CD8+ Ts cell counts were not different between the control (179; 105-279), incomplete abortions
(239;90-820) and missed abortions (197;84-560) groups (p:0.530). Median CD56+ uNK cell counts were not different
between the control (634; 554-1390), incomplete abortions (714;653-2165) and missed abortions (712;306-2108) groups
(p:0.099).
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Conclusion: Abortions and RPL are heterogeneous groups consisting of cases representing various pathogenetic
origins. Aberrant immune mechanisms could be responsible for a subgroup if not in all cases. Further studies
designed by classifying the cases karyotypically and utilizing more sophisticated methods (such as flow cytometry,
gene expression and receptor activation analyses) are needed to elucidate the complicated role of the immune

system elements in the spontaneous abortion cases.

Keywords: Abortion, decidua, recurrent pregnancy loss, T lymphocytes, uterine natural killer cells.

Girig

Fetus bir semiallojenik grefttir (1,2). Kromozomal
yapisinin yarisi anneye yarisi babaya ait oldugundan,
maternal immin sistem tarafindan yabanci bir antijen
olarak algilanip rejeksiyona ugramasi beklenirken fetus
miada kadar korunarak basarili bir dogum gerceklesir
2,3).

Spontan abortuslar, gebeligin en sik rastlanan
komplikasyonudur  (4). Nedensel iliskileri ~ ve
mekanizmalari bitiinlyle ortaya konulamamakla birlikte
olgularin yarlya yakininda kromozomal anomaliler
sorumlu tutulurken (4,5) diger yarisi halen karanlikta
durmaktadir. Son yillarda abortuslarin  6nemli  bir
bdéliminun imminolojik mekanizmalardaki problemler
neticesinde ortaya c¢iktigi ve endokrinolojik faktorlerin
temelde imminolojik yapi ile paralel seyrettigi ve entegre
oldugu konusunda veriler birikmistir. Endokrin ve imman
sistemler desiduayi beraberce diizenler, desidual hiicre
gruplarini belirler ve desidua aslinda immun-endokrin
sistem butinindn bir aynasidir (6,7,8,9). Desiduada
immun sistem elemanlarinin varlidi, duzeyi ve alt
gruplarin kendi icindeki oranlar gebeligin
yapilandiriimasinin ve devaminin teminati olabilecegi gibi
gebeligin sonlanmasina yol acan tepkimeler serisini
baslatan ya da ilerleten zemin de olabilir.

Bazi arastirmacilar, ge¢ sekretuar faz ve erken gebelik
déneminde sayilarinin giderek azalmasindan dolayr T
lenfositlerin gebelik sirasinda 6nemli bir role sahip
olamayacaklarini savunmuslardir (10). Ayrica, aslinda
saghkli kadinlarda menstriel siklus boyunca
endometriumda veya ilk trimesterde desiduada T lenfosit
subpopulasyonlarinin énemli bir degdisiklige ugramadidi da
savunulmustur  (10). Tam tersine, diger bir grup
arastirmaci T hucrelerinin erken gebelik déneminde ¢ok
onemli oldugunu ve sayilarinin %10 dizeyinde arttigini
bildirmistir (11,12).

Habitliel abortus (HA) &ykisi olan olgularda yapilan
prospektif bir calismada, sonraki gebeliginde de abortus
olusan grupta, saglikli fertil kadinlar ve HA 6ykisi olan
ancak sonraki gebeliginde canli dogum yapan olgu grubu
ile karsilastirldiginda endometriumda T hicre gruplar
anlamh olarak daha yuksek dizeylerde saptanmistir
(13,14).

Uterin Dogal Oldiriici (uterine natural killer; UNK)
hiicreler, periferik kan dogal o6ldiriici hucrelerinden,
cluster of differentiation (CD) 56 (+), CD 16(-) ve CD3(-)
seklindeki siradisi antijenik fenotipleri ile ayrilirlar (15).
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Erken gebelikte plasental hicreler maternal arterlerin igine
akmaya basladiginda ortaya cikarlar (16). Desiduada
yogun miktardadirlar, ekstravilléz trofoblast hicrelerini
infiltre ederler ve ilk trimesterde baskin stromal l6kosit
populasyonudur (17). UNK hucreleri ile plasental
trofoblastlar arasindaki bu gegici ve yakin iliski UNK
hiicrelerinin gebelik sonuglari Gzerinde belirleyici etkileri
oldugunu dusunddrir (18). UNK hicre sayisi, fenotipi
veya fonksiyonu reproduiktif sonuglari etkileyebilir (18).

Bu calismada hem saglkl kontrollerde hem de spontan
erken gebelik kayiplari olgularinda desiduada immun
sistem elemanlarinin dagilimi immunhistokimya yéntemi
ile  belirlenerek, immin mekanizmalarin  rolinin
aragtirlmasi amaglanmistir. immunhistokimyasal boyama
yontemi ile aranan hcrelerin secici olarak belirlenmesi
yarl niceliksel bir degerlendirme yapmaya imkan
vermektedir.

Desiduada bulunan helper (yardimci) T lenfositlerin,
sitotoksik T lenfositlerin ve UNK hicrelerinin mutlak
sayllarinin yanisira helper / sitotoksik dengesinin
abortuslarla iligkili olabilecegi calismamizin sinanan temel
hipotezidir.

Gereg ve Yontem

Olgu Segimi

Ocak 2003- Ocak 2005 tarihleri arasinda Ege Universitesi
Kadin Hastaliklar ve Dogum Anabilim Dali’'na basvuran
abortus inkompletus (n=15), missed abortus (n=14) ve

istemli gebelik tahliyesi (n=10, kontrol grubu) olgulari
galismaya dahil edilmistir.

Calismaya, gebe yasi 18-41 araliginda, gebelik yasi son
adet tarihine gore 7-16. gebelik haftalar arasinda ve
abortus meydana gelmeden 6nce fetal kalp atimlari pozitif
olarak izlenmis olan olgular dahil edilmistir. Ulkemizde
istemli gebelik tahliyesinde yasal sinirin 10 hafta olmasi
nedeniyle kontrol grubu, 6-10. gebelik haftalar arasindaki
olgulardan segcilmigtir.

Abortuslarla iligkili olabilecek bilinen herhangi bir anatomik
bozuklugu olan hastalar (submiik6z myom, endometrial
polip, uterin anomali, servikal yetmezlik, rahim ici ara¢

vs.), abortuslarla iligkili olabilecek herhangi bir ilag
kullanimi  (prostaglandin  analoglari, kombine OKS,
postkoital kontrasepsiyon preparatlarn vs.), intrauterin

enfeksiyon varligi ve septik abortuslar, Rh uyusmazhgi
olanlar ve blighted ovum — anembriyonik gebelik olgulari
calismadan dislanmigtir.
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incelenecek Doku Orneginin Hazirlanmasi

Universitemiz Patoloji Anabilim Dali arsivinden calisma
ve kontrol grubuna ait olgularin kiretaj materyallerinin
parafin bloklar elde edilerek, desiduanin (kompakta)
yogun oldugu, villus yapisinin daha az yer aldigi, nekroz
ve inflamasyon sahalarinin yer almadigi ya da minimal
diizeyde oldugu kesitler immiinhistokimyasal (IHK)
boyama igin segildi.

Bu olgularin %10’luk formalinde fikse parafine gémdli
bloklarindan her bir hucre grubu igin birer adet olmak
Uzere birbirinin esdegeri olarak hazirlanan 0.3 pm
kalinliktaki 4’er kesit poli-L-lizin kapli lamlara alinarak
IHK boyama icin oda isisinda en az 24 saat bekletildi.
IHK boyama igin CD3, CD4, CD8 ve CD56 proteinlerine
karsi gelistiriimis primer fare monoklonal antikorlari
(predilie, NovaCastra) kullanilarak  avidin-biotin-
peroksidaz yoéntemi ile IHK boyama uygulandi. Tim
primer antikorlar igin pozitif kontrol olarak tonsil dokusu
iHK olarak boyandi.

IHK basamaklari; kesitler 20 dakika ksilolde bekletilerek
deparafinize edildi ve inen alkol serilerinden (%96, %90,
%80, %70) gegcirilerek rehidrate edildi. Daha sonra
%3’lik H20; 10 dakika uygulanarak endojen peroksidaz
aktivitesi bloke edildi. Kesitler pH1 8.0 olan 1mM lik
EDTA tampon solisyonu igerisinde 06zel kaplara
yerlestirilerek mikrodalga firnda 3 kez 5 dakika sure ile
kaynatildi. Boylece epitoplarin acgida c¢ikmasi saglandi
(antijen retrieval). Kesitler 15-20 dakika oda Isisinda
sogumaya birakildi ve PBS (phosphate-buffer solution)
solisyonunda (pH:7.2) 10 dakika sogumaya birakildi.
Daha sonra tim kesitlere oda isisinda 10 dakika sure ile
blocking antikor (tim kesitlere ayni, isim, firma, titre)
uygulanip, direk olarak 45 dakika sureyle primer antikorlar
(CD3, CD8 ve CD56 icin Novacastra, CD56 igin
Neomarkers) uygulandi.

Daha sonra kesitler 15 dakika stre ile PBS ile yikandiktan
sonra sekonder antikorlar (HRP polymer&DAB plus
chromogen) 20 dakika sureyle uygulandi. Streptavidin-
peroksidaz solisyonu kesitler Uzerine damlatilarak 10
dakika bekletildi. Kesitler 10 dakika sure ile PBS
solisyonunda  yikanip, kromojen olarak  3-3
Diaminobenzidintetrakloriir (DAKO, Denmark) sollisyonu
kesitler Uzerine damlatildi, kahverengi renklenme
g6zlenene dek beklendi. Daha sonra kesitler ¢cesme
suyunda yikandi. Tum kesitler zit boyanma saglamak igin
Mayer Hematoksilen’de 2 dakika stre ile bekletildi.

Daha sonra kesitler cesme suyunda yikandiktan sonra,
cikan alkol serilerinden gegirilerek (%70, %80, %90, %96,
izopropil alkol, izopropil alkol + ksilol) ksilolde 10 dakika
sure bekletilerek, son asamada entellan (Merck)
damlatilarak lamel ile kapatildi.
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Immiinreaktivitenin  Degerlendirilmesi ve Hiicre
Sayimi
Kesitler Oncelikle kigik buylitme (x10) alanlarinda

incelenerek, villus icermeyen, desidua kompaktanin
yogun oldugu, nekroz ve inflamasyon izlenmeyen alanlar
secildi ve preparatin optimum boyanma gésteren alanlari
belirlendi. Ardindan bliylik blyttme (x40) ile her peraparat
icin 10 alanda hiicre sayimi yapildi. Aranan hucreler
zemindeki desidual hicrelerin Mayer's hematoksilen ile

mavi boyanmasina zit olarak kahverengi boyanma
goOstermekte idi.

Desiduada hicrelerin  olduk¢a heterojen dagilim
g6stermesi nedeniyle sayimlar 10 alanda uygulandi,
boylece  secilen  alanlarin preparatin  genelini

yansitabilmesi saglandi. Her olgu icin 10 alanda elde
edilen sayilar kaydedildi.

Istatistiksel Analiz

Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu gorsel ve
analitik yoéntemler (Kolmogorov-Smirnov/ Shapiro Wilk
testleri) ile degerlendirildi. Tanimlayici istatistikler normal
dagilim gosteren degiskenler igin ortalama ve standard
sapmalar, normal dadilim gdstermeyen degiskenler icin
ortanca ve minimum-maksimum degerleri secilerek
sunuldu. Veriler, normal dagilim goéstermedigi i¢in non
parametrik testlerle degerlendirildi. Frekans
karsilagtirmalari igin Fisher-Exact ve Ki-kare testleri
uygulandi.

ikiden gok grupta normal dadiim géstermeyen sayisal
degiskenlerin farki Kruskal Wallis test ile mukayese edildi.
Eslestirilmis orneklerin  medyan degerleri arasindaki
farklar Wilcoxon’'un sira testi ile karsilastirildi. Abortus
gruplarinin birlestiriimesi sonrasinda hicre sayilari normal
dagilim go6stermediginden gruplarin ortanca degerleri
nonparametrik yontemlerden Mann-Whitney U testi ile
karsilastinimistir.  Istatistiksel analizler SPSS yazilimi
kullanilarak yapildi. p<0.05 degeri istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.

Bulgular
Demografik analiz sonuglari

Abortus ve istemli gebelik tahliyesi olgulari demografik
Ozellikleri agisindan istatistiksel olarak anlaml farkhhklar
gostermekte idi. Saglikl kontrollerde yas ortalamasi
anlamli olarak daha ylksek idi; p:0.048 (Tablo-1). Parite
farkliliklar da istatistiksel anlamliiga sahip idi; istege bagli
tahliye olgularinda par6z olgu orani %90 iken bu oran
abortus grubunda inkomplet abortus olgularinda %46.7,
missed abortus olgularinda ise %35.7 idi (Tablo -1).
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Tablo-1. Abortus ve Kontrol Olgularinin Temel Demografik

Ozellikleri.
Inkomplet Missed Isteggel?iigh
Olgu karakteristigi abortuslar abortuslar ghl' leri *p
(n:15) (n:14) tahliyeleri
(n:10)

Gebe yas! (yil) g ~ ~

Median (min-max) 26 (18-41) | 29 (19-39) | 33 (29-41) 0.048
barite Nonpar6z 8 9 1

Paroz 7 5 9 0.048

[Tahliye guinu
lgebelik yasi (giin) 62 (44-85) |78 (63-105) 63 (54-69) 0.001

Median (min-max)

Normal dagilim gostermeyen sayisal veriler ikiden fazla grupta
Kruskal Wallis testi ile karsilastinimistir. *p anlamhlik dizeyi:
<0.05.

immunohistokimyasal bulgularin analizi

IHK ile segici olarak boyanan hiicrelerin sayiminda 10
alanda elde edilen toplam rakamlar kriter alinarak, tim T
lenfositler (CD3+), T helper (CD4+), T sitotoksik (CD8+)
ve UNK hicre gruplar her bir grupta ortalamalar
alinarak degerlendirildi. llk gdze carpan 6zellik olarak
hiicre sayilarinda buyutk bir dagihm araligi mevcuttu ve
standart sapma belirgin olarak yiksek idi. Kontrol
grubunda CD3+ ortalama hicre sayisi 324+89 idi.
CD3+ hiicre sayilari genis bir degiskenlik (210-489)
gOstermekte idi (Tablo-2). Yine kontrol grubunda UNK
hiicre analizinde ortalama huicre sayisi 716+242 olmakla
birlikte dagilim arahgi 554-1390 idi (Tablo-2).

Desiduadaki toplam T lenfositlerini ifade eden CD3+
hicre ortalama sayilari agisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamh farklhilik saptanmadi; p:0.117
(Tablo-2). Desiduadaki T helper lenfositlerin ortalama
sayillari agisindan gruplar arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamli degildi (p:0.441). CD8+ hicrelerin gruplar
arasindaki karsilastirmasi da anlamli degildi (0.530).
UNK hiicrelerinin ortalama sayilari arasindaki farkhhklar
da istatistiksel olarak anlamli degildi; p:0.099 (Tablo-2).

Missed ve inkomplet abortus olgu gruplar birlestirilerek
calisildiginda da CD3+ T lenfosit (482'ye karsi 314;
p:0.142), CD4+ T lenfosit (236'ya karsl 143; p: 0.232),
CD8+ T lenfosit (202'ye karsi 179; p: 0.272) ve CD 56+
UNK (502'ye karsilik 554; p:0.112) hiicre sayilarinin
ortanca degerleri kontrol gruptaki ortanca degerlerden
istatistiksel olarak anlaml farklilk géstermedi.

CD4+/CD8+ oraninin karsilastiriimasi

CD 4+ lenfositlerin CD 8+ lenfositlere sayica baskin
oldugu olgularin orani, kontrol grubunda 3/10, inkomplet
abortus olgularinda 7/15 ve missed abortus grubunda
ise 6/14 idi; p:0.411(Tablo-2). Kontrol grubunda 10
olgunun 7’sinde sitotoksik T lenfositler sayica fazla idi.
Habitiiel abortus olgularinda CD4/CD8 oraninin ve
uNK hiicre sayilarinin analizi

Bir altgrup olarak HA olgularinda (n:11), CD4/CD8
oraninin CD8+ (sitotoksik) lenfositler lehine bozulmasi
7/11 olguda mevcuttu. Ancak bu farklilik ta istatistiksel
olarak anlamh degildi (p:0,424). HA olgularinda,
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desiduada UNK hucre sayilari ortalamasi 877 idi. Bu
degder, kontrol olgularinda saptanan (716) ortalamadan
daha yiksek idi. Ancak bu fark da istatistiksel olarak
anlamli bulunmadi (p:0,231).

Tartisma

Desidua, maternal ve fetal iletisimin ve etkilesimin
yasandidi ve gebelidin yapilandiriimasinda gorevli hiicre
ve sitokinlerin timiinin faaliyet gosterdikleri bir zemindir
(19). Desidua, igcerdigi hiicre gruplari ile implantasyon,
plasentasyon ve fetal gelisimde kritik 6neme sahiptir
(20). Uzun yillardan beri desidual hicre bilesenleri
incelenmektedir ve Gizerinde en ¢ok caligilan gruplar ise
T lenfositler ve UNK hucreleridir (19). T lenfositler, ilk
trimester insan desiduasinda %20 oran ile en yogun 3.
I6kosit grubunu  olusturur (10). T lenfositlerinin
implantasyon zemininde konakg¢l savunmasinda rol
aldiklari, sitokin Uretimine katkida bulunduklari ve lokal

supressor hucreler olarak aktivite gdsterebildikleri
dasanalar (21).
Bu c¢alismada CD3+ T lenfosit toplam sayisi,

CD4+Thelper, CD8+Tsitotoksik alt grup hiicre sayilar ve
UNK hiicre sayilan istege bagh tahliyeler ile abortus
olgulan arasinda istatistiksel anlamli dizeyde farkhhk
gostermedi (Tablo-2). Bu bulgular literatiirde yer alan
diger parafin kesit calismalari ile uyumludur (21).

Olgu sayisinin  kisithligi, hucre sayisindaki  kiglk
farkhhklarin ¢ok ciddi aktivite farkliigi ile birlikte
olabilmesi ve bu hiicrelerin daha alt gruplarinin (Thelper-
1 ve Thelper-2 basta olmak Uzere) olmasi istatistiksel
anlamliliga ulasamayan farkliidin olasi agiklamalaridir.
Abortus  olgularinda  hicre  sayisindaki  yuksek
degdiskenlik ve standart deviasyonlarin yiksek olmasi
(Sekil-1) ¢alismanin temel hipotezi olan immin aracili
mekanizmanin tim abortuslarda olmasa da bir alt grupta
etkin oldugunu disindirmeye devam etmistir.

DAGILIM ARALIGI
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Sekil-1. Desiduada immin sisteme ait hiicre sayilarinin
gruplardaki dagilim araligi

Spontan abortus olgularinda UNK hicre
degerlendirmeleri bilgi vermeyebilir, zira progesteron
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dizeyindeki azalma UNK hicrelerinde apoptozisi
tetikleyerek UNK hiicre sayisini azaltabilir (22). Ayrica
spontan abortus olgularinda gelisen nekroz ve
inflamasyon UNK analizlerinin yorumunu bozabilir (23).
Calismamizda UNK hicre sayilari saglikh kontroller ve
abortuslar arasinda anlamli farklilikta saptanmamistir
(Tablo-2). Yine de, UNK hucrelerinin reproduktif basari
Uzerine énemli etkileri oldugunu gdsteren bircok galisma
mevecuttur.

Deneysel birgok bulguya dayanarak gebeligin bir
Thelper-2 fenomeni oldugu konseptini ilk olarak ileri
stren Wegmann idi (24). Gebelik sirasinda tip 1 sitokin
uretiminden uzaklagsmak gebeligin devamlihgi acisindan
kazanghdir (25), zira tip 1 sitokinler (6zellikle interferon-y
ve Tumor nekrozis faktor-&) gebelige zararli etkilere
sahiptir (25), embriyonik ve fetal gelisimi baskilayabilir
(26) ve farelere enjekte edildiklerinde gebeligi
sonlandirdiklari  gdsterilmigtir  (26). Ozellikle insan
gebeliklerinin  Gglncl  trimesterinde  periferik T
lenfositlerin tip1/ tip2 sitokin Uretim orani gebe olmayan
kadinlara goére azalmistir (27). Ancak bu durumun
azalmig tip 1 sitokin Uretimine mi yoksa artmis tip 2
sitokin Uretimine mi  bagh oldugu konusunda fikir birligi
olusmamistir. Gebeligin devami agisindan tip 2 immun
yanit yonine bir kaymanin hayati oldugu gergedi,
aciklanamayan tekrarlayan spontan abortuslarda,
komplikasyonsuz term gebeliklerle kargilastirildiginda tip
1 sitokin Uretiminde dominans saptanmasi ile
ortismektedir (28).

Gebe kadinlarda UNK hicreler embriyotoksik olarak
gorinmektedir ve hatta bir g¢alismada bir IVF
populasyonunda maternal periferik NK hicrelerinin orani
%18’in Uzerinde oldugunda higbir canli dogum olmamasi
cok ilgi cekicidir (29). Ustelik spontan abortus &ykiisii
olan kadinlarda T lenfositlerin ve NK hicrelerin
embriyotoksik oldugu in vitro olarak gosterilmistir (30).

Dikkate deger olarak, normalde endometriumda bulunan
UNK hdcrelerin sayisi erken gebelik boyunca belirgin
olarak artar (31). UNK hicrelerin desiduada bulunmasi
iki mekanizma ile agiklanabilir. Periferal kanda bulunan
NK' hicreler segici olarak uterin mukozaya yuvalanir,
¢gunkii  UNK hcreler desidual kan damarlarindaki
adhezyon molekiilleri ile etkilesebilmektedir (31). ikinci
bir mekanizma UNK hiicrelerin bdlinerek insitu
proliferasyonudur (31). UNK hucrelerin proliferasyonu
desidual htcrelerce uretilen sitokinler ve steroid
hormonlar ile uyarilabilir (32).

Her ne kadar UNK hiicreler desiduada biyiik miktarlarda
bulunsalar da, semiallojenik nonvill6z sitotrofoblastlara
saldirmamaktadir. Bu durum UNK hicrelerin inhibitér
reseptorleri eksprese etmesine baglanmaktadir. Bu
reseptorler trofoblastlar Gzerinde Major Histocompatibilty
Complex (MHC) la ve b’ye baglanir.
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UNK hicrelerin implantasyon ve plasentasyondaki
etkileri normal ve komplikasyonlu gebeliklerde sayi ve
aktivitelerini karsilastiran cok sayida calisma ile ortaya
konulmustur. UNK hticrelerin sayisi implantasyon 6ncesi
endometriumda tekrarlayan gebelik kaybi (TGK) éykusu
olan olgularda daha yiksek duzeylerde bulunmustur
(13). Diger taraftan, anormal karyotipe sahip fetuslar
iceren gebeliklerde, normal fetuslari tasiyan gebeliklere
kiyasla desiduada UNK hicre sayisi azalmistir (33).
Uterin NK hcreler tubal gebeliklerde bulunmamaktadir.
Yine UNK hcrelerin implantasyon ve plasentasyondaki
rolleri ile uyumlu olarak konsepsiyon dncesi yiksek UNK
aktivitesi abortuslar ile iligkili bulunmustur (34).

Bircok calismada TGK olgularinda hem gebelik
Oncesinde hem de gebelik sirasinda periferik kanda
CD56+ NK hcrelerin arttigi, saglikh fertil gebe olan ve
olmayan kadinlarla mukayese edilerek gd&sterilmistir
(34). Periferik kan CD56+ hiicrelerin gebelik 6ncesi ve
erken gebelik donemindeki sayisi TGK olgularinda
gebelik prognozunu  dngérebilmektedir  (35). Ik
trimesterde CD56+ hicre aktivitesinin azaldigi normal
fertil kadinlarin tersine, TGK olgularinda CD56+ NK
hicre aktivitesi ylksek kalmaktadir (36). Yiksek CD56
aktivitesinin yalnizca kromozomal olarak normal fetusa
sahip TGK olgularinda izlenmesi, yiksek sayida CD56+
hicre varhidinin sonug olmaktan ziyade bizatihi bir neden
oldugunu gosterir (37). Yine de literatir bu konuda
tamamen net degildir. Karyotipik olarak normal ve anormal
fetus iceren abortus vakalarinda periferik kanda CD56+
hiicrelerde herhangi bir farklilik gdézlemeyen calismalar da
mevcuttur (33,38). Her ne kadar habitliel abortus
olgularinda subjektif olarak desiduada bir UNK hicre
yogunlasmasi izlenimi dodmus olsa da (Resim-1),
calismamizda UNK htcre sayilari saglkli kontroller ve
abortuslar arasinda anlamli farklilikta saptanmadi (Tablo-2).
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Resim-1. A: Habitliel abortus olgusu 15 gebellk haftasmda
3.abortus silirecinde CD56+NK hiicrelerin desiduayi
neredeyse tamamen kaplayan dagilimi
gorilmektedir. B: Habitiiel abortus olgusu, 10.gebelik
haftasinda 3.abortus sirecinde CD4+ Thelper
lenfositlerin gbrece az sayida olmasi ve seyrek
dagihmi goérulmektedir. C: Gebeligin 7. haftasinda
2.abortus sirecinde CD8+ T sitotoksik lenfositlerin
yogunlugu dikkat gekmektedir.
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Tablo-2. Abortus ve Kontrol Olgularinda Desiduada T Lenfosit ve Uterin Dogal Oldiiriicii Hiicre Sayilarinin ve CD4+/CD8+ Lenfosit

Oranlarinin Karsilastiriimasi

inkomplet abortuslar Missed abortuslar istege baglh gebelik tahliyeleri
(n:15) (n:14) (n:10) "
Median Median Median P
(minimum-maksimum) (minimum-maksimum) (minimum-maksimum)

ga?,ﬁ;:ma' T lenfosit 560 (183-1602) 426 (154-1102) 314 (210-489) 0.117
CD4+ T helper sayilari 236 (77-735) 236 (76-677) 143 (87-203) 0.441
(S:a[;ﬁ;rr sitotoksik 239 (90-820) 197 (84-560) 179 (105-279) 0.530
CD 56+ Uterin dogal 714 (653-2165) 712 (306-2108) 634 (554-1390) 0.099
oldirtci sayilan
CD4+/CD8+ T lenfosit 7/15 6/14 3/10 0.411
>1 olgularin orani

Normal dagilim gdstermeyen sayisal veriler ikiden fazla grupta Kruskal Wallis testi ile kargilastiriimistir. *p anlamhlik duzeyi: <0.05.

Periferik kandaki tablonun tersine, spontan disikler ve
istemli gebelik tahliyeleri ile karsilastinldiginda, TGK
olgularinda desiduada CD56+ NK hicreler sayica
azalmistir (38). iki ayn IHK calismasinda TGK olgularinda
gebelik disi dénemde endometriumda CD56+ hiicrelerin
artigi (14,39) gosteriimistir. Daha sonraki gebeliklerinde
canli dogum yapan TGK olgularinda ise endometriumda
CD56+ hiicrelerin daha az sayida oldugu gézlenmistir (40).
CD56+ hiicreler periferik kandaki hiicrelerin %10’dan azini
olusturur ve bu hurelerin sayisindaki degisiklik total hiicre
aktivitesini ¢ok fazla degistirmeyebilir. Ancak endometrium
ve desiduadaki NK hicelerin azalmasi temel hucre grubu
olmalarindan dolayi hayati sonuglar dogurabilir.

Desiduadaki ikinci buylk l6kosit grubu CD3+ T huicreleridir.
Calismalar TGK olgulari ve normal fertil kadinlarda, gebelik
Oncesinde periferik kanda CD3+ hicre sayisinda farklilik
bulunmadigini  ortaya  koymustur  (36).  Gebelik
desiduasinda CD3+ T hicreleri, TGK olgulari ve normal
fertil kadinlarda benzer sayilarda bulunmustur (35,41).
Spontan erken gebelik kayiplari ve istemli gebelik
tahliyelerinde de desiduada CD3+ hicreler farkli sayida
bulunmamistir (42).

Ancak CD3 pozitifligi T hicrelerinin timinu yansitir.
Halbuki kritik olan, CD3+ hiicrelerin alt gruplari olan CD4+
ve CD8+ hucrelerin arasindaki oran ve dengedir.

Her ne kadar total T hiicre sayisi benzer olarak goriinse de
T hucre subpopulasyonlarinin  durumu daha 6nemli
goriinmektedir. ki galisma CD4+/CD8+ oraninin TGK
olgularinda ylkselme egiliminde oldugunu gd&stermistir
(30,40). CD4+ T helper hiicrelerin bazi HA olgularinda sayi
olarak oldukca az olduklan saptansa da (Resim 2) bu fark
gruplar arasinda istatistiksel anlamhliga ulagsmamistir
(Tablo-2).

CD8+ Sitotoksik T hiicrelerinin durumu da celigkilidir. Bazi
abortus olgularinda CD8+ T sitotoksik lenfositler gérece
yogun olarak saptansa da (Resim 3) saglikli kontrol
gebeliklerde de 7/10 olguda CD8+sitotoksik lenfositler
sayica fazla bulunmustur. Nitekim bu bulgulara benzer
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olarak normal gebeliklerde CD8+ hiicrelerin CD4+
hicrelere sayica baskin oldudunu bildiren yayinlar da
mevcuttur (42). Vassiliadou ve Bulmer, hem akis sitometri
hem de parafin kesitlerde immunhistokimya ile, iki farkl
yontem kullanarak yaptiklari degerlendirmelerde, normal
gebelik ve spontan abortus olgularinda CD4+ ve CD8+
hicre gruplarini benzer duzeylerde saptamis ve bu
hiicrelerin abortus etyolojisinde muhtemelen nedensel rol
oynamadiklari sonucuna varmislardir (19).

Bir diger énemli husus, UNK hicrelerin alt gruplarinin ve
reseptor aktivasyon dizeylerinin galismamizda
incelenmemis olmasidir. Guncel literatir incelendiginde,
desiduada NK hiicre ve T lenfositlerin artik reseptorler
dizeyinde c¢alsildigi  gorilecektir (8). Bu agidan
bakildiginda calismamiz daha konvansiyonel ydntemlerle
yurGtilmustir ve sonuglan itibariyle de yan niceliksel
bulgular verebilmigtir.

Michimata ve ark.'lan parafin bloklarda yaptiklar benzer bir
calismada alt gruplari incelemis ve normal kromozomal
yapidaki TGK olgularinda Thelper-2 ve Tsitotoksik-2 alt
gruplarinin implantasyon bdlgesinde azalmis oldugunu
bildirmislerdir (43).

Ancak desiduada, doku dlzeyinde calismanin ve
immunhistokimya ydntemi kullanmanin da bazi ustunlikleri
oldugu bilinmektedir. Hicrelerin dagihm paterninin ortaya
konabilmesi, villuslarin ekarte edilebilmesi ve desidua
kompaktanin segcilerek spongioza tabakasinin sonuglari
etkilemesinin  dnlenmesi  kullanilan  yontemin  énemli
avantajlaridir.

Bu ¢alismanin, olgu sayisindaki kisithlik disinda énemli bir
diger eksikligi karyotip tayininin olmayisidir. Kromozomal
analizler sonrasi olgularin karyotipi normal ve anormal
abortuslar seklinde kategorize edilmesi bu konudaki
calismalarda artik standart hale gelmistir.

Bu galismanin en énemli gézlemi, abortuslarin heterojen bir
grup oldugu ve timiinde olmasa da bir alt grubunda immun
mekanizmalarin nedensel rol oynayabilecegidir.
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