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OZET

AMAGC: Diinya saglik orgiitiiniin normal dogum tanimlamas1 “kendiliginden
baglar, dogum eylemi baslangicinda diisiik risklidir ve slire¢ boyunca bu sekilde
devam eder. Bebek gebeligin tamamlanmis 37 ve 42 haftas1 arasina bas geliste spontan
olarak dogar. Dogum sonrasi bebek ve anne iyi durumdadirlar.” seklindedir. Normal
dogum uterusta giden degisikliklere karsilik gelecek sekilde 4 evreye boltnur: 1)
baslangi¢, 2) hazirlik, 3) ilerleme, 4) iyilesme. Birinci evrede uterin sessizlik ve
servikal yumusama olmaktadir. Servikal yumusama, artmis damarlanma, stromal ve
glandiiler hipertrofi ve hiperplazi gibi ekstraselliiler matrikste bilesimsel veya yapisal
degisimlerin sonucu olarak gelismektedir. Ikinci evrede uterusta dogum
kontraksiyonlarina hazirlanmak i¢in CAPs (“contractions assosiated proteins”) |,
oksitosin reseptoru, prostaglandin F reseptori ve konneksin 43 proteinlerinin sentezi
artar ve servikste bag doku degisikliklerini kapsayan servikal olgunlasma gergeklesir.
Ucgiincii evrede aktif dogum eylemi gerceklesmektedir. Bu evre servikal acilma ve
silinmeye neden olan uterin kontrakiyonlarla baslar ve plasentanin ayrilmasi ile

sonlanir. Dérdiincii evrede uterus gebelikten 6nceki durumuna donmektedir.

Miyometrial kontraksiyon aktin ve miyozin proteinleri arasindaki etkilesimler
sonucu olugsmaktadir. Bu etkilesimler miyozin hafif-zincir kinaz enziminin
aktiflestirilmesi sonucu gergeklesir. Enzim aktivasyonu sitokinler, hormonlar ve
gerilme gibi birgok faktorler tarafindan olmaktadir. Servikal agilma ve dogum eylemi
sirasinda IL-1pB, IL-6, IL-8 ve TNF-a konsantrasyonlar1 artar. Bu enflamatuar stireg
hicre ici kalsiyum konsantrasyonunu ve kalsiyum-baglayici diizenleyici bir protein
olan kalmoduline kalsiyumun baglanmasini arttirir. Kalsiyum-kalmodulin kompleksi

miyozin hafif-zincir kinaz enzimine baglanir ve onu aktive eder.

Bizim bu ¢aligmadaki amacimiz enflamasyon siirecinin dogum eylemindeki
roliinii aragtirmakti. Bu ¢alismada Aktivator Protein-1 (AP-1) transkripsiyon faktoru
ailesi Uyelerinin enflamasyon sirecinin belirlenmesindeki rolleri arastirildi. Yapilan
hayvan calismalarinda AP-1 protein ailesi liyelerinin dogum siirecinde enflamasyon
yolaginda rollerinin oldugu gosterilmistir. AP-1 (Aktivator Protein-1 ) ailesi uyesi
olan proteinler Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos, FRALl, FRA2, FosB, FosB2 )
homodimerler (Jun) veya heterodimerler (Fos ve Jun) olustururlar ve AP-1 bdlgeleri
ile (TGAG/CTCA) DNA’ya baglanarak farkli sekillerde transaktivasyon ve
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transrepressyon yaparlar. Bu g¢alismada dogum eyleminde olan ve olmayan gebe
kadinlarin miyometrium ve serum Orneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 proteinlerinin

gen ekspresyonlarindaki farki arastirildi.

GEREC VE YONTEM: istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi
Kadin Hastaliklar1 ve Dogum kliniginde dogum servisine yatirilan 20 gebe ¢alismaya
dahil edildi. Bunlardan 10’u kontrol grubunda ve diger 10’u ¢alisma grubundaydi.
Caligmaya alimma kriterleri: 18-35 yas araliginda, bilinen kronik hastaligi olmayan,
stirekli kullandig1 bir ilag bulunmayan, aktif su gelisi olmayan, polihidramniyozis
veya plasenta previa gibi patolojik gebelik bulgulari olmayan, sigara ve alkol
kullanmayan >37 hafta gebelerdi. Caligmaya alinan tim gebelerde sezaryen éncesi
NST (non-stress test) baglandi. Kontraksiyon saptanan gebeler vajinal tuse edildi.
Calisma grubunda olan gebelerde NST’de 20 dakikada > 4 veya 60 dakikada > 8
kontraksiyon veya vajinal tusede > 3 c¢m servikal agiklik vardi. Kontrol grubundaki
gebelerde NST’de kontraksiyon yoktu ve elektif nedenlerle sezaryen yapilmisti.
Sezaryen sirasinda alinan miyometrium ve serum orneklerinde c-Jun, c-Fos, ve FRA2
proteinlerinin gen ekspresyonlari arastirildi. Sonuglarin istatistiksel analizi SPSS

Version20 programinda yapildi.

BULGULAR: Grublar arast degiskenlerin normal dagilim egilimleri
belirlendikten sonra her iki grupta doku ve serum Orneklerindeki c-Jun, c-Fos ve
FRA2 genlerinin anlatim seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
saptanmad1 (p>0.05). Rolatif karsilastirma sonucunda dogum eyleminde olan grupta
doku ve serum orneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genlerinin anlatiminda artis

saptandi.

SONUGC: Dogum eyleminde olan gebelerde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genlerinin
anlatimi seviyelerinde doku ve serum orneklerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli fark olmamaktadir, ancak bu genlerin anlatim seviyeleri dogum

eyleminde olan grupta artmaktadir.

Anahtar kelimeler: Erken dogum, AP-1, prematurit
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ABSTRACT

AIM: The World Health Organization defines normal birth as “spontaneous in
onset, low-risk at the start of labor and remaining so throughout labor and delivery.
The infant is born spontaneously in the vertex position between 37 and 42 completed
weeks of pregnancy. After birth, mother and infant are in good condition”. Labor is
divided 4 stages, which corresponds with uterine changes: 1) beginning, 2) preparation,
3) progression, 4) healing. Uterine quiescence and cervical softening occur in the first
stage. Cervical softening occurs in consequence of compositional or structural changes
in the extracellular matrix, like increased vascularization, stromal and glanduler
hypertrophy and hyperplasia. In the second stage, in the uterus the synthesis of CAPs
(contractions assosiated proteins), oxytocin receptor, postaglandin F receptor and
connexin 43 proteins is increased to prepare for labor contractions and in the cervix
occurs cervical maturation, which includes changes in the connective tissue. In the
third stage occurs active labor process. This stage begins with the uterine contractions,
which cause cervical opening and effacement, and ends with the placental separation.
In the fourth stage uterus returns to its pre-pregnancy state.

Myometrial contractions occur in the result of interactions between actin and
myosin proteins. This interactions occur in result of myosin light chain kinase enzyme
activation. Enzyme activation occur by a lot of factors, such as cytokines, hormones
and stretching. IL-1pB, IL-6, IL-8 and TNF-a concentrations increase during cervical
opening and labor. This inflammatory process increases intracellular calcium
concentrations and calcium binding to calmodulin, which is the calcium-binding
protein. Calcium-calmodulin complex bind to myosin light chain kinase enzyme and
activate it.

In this study our aim was to investigate the role of the inflammation in the
birth. In this study the role of the members of Activator Protein-1 (AP-1)
transcription factor’s family was investigated in the determining of the inflammation.
In the animal studies it has been shown that AP-1 protein family members have a role
in the preterm labor via inflammation pathway. Jun (c-Jun, JunB, JunD) and Fos (c-
Fos, FRA-1, FRA-2, FosB, FosB2 ) proteins, which are the members of the AP-1
family, form homodimers ( Jun) and heterodimers (Jun and Fos) and do different
transactivation or transrepression by binding to the DNA via AP-1 regions
(TGAGI/CTCA). In this study the difference between c-Jun, c-Fos and FRA2 gene
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expressions in the myometrium and peripheral blood samples in the pregnant women

who are in the labor and who are not in the labor was investigated.

MATERIAL AND METHODS: In Cerrahpasha Medical Faculty,
Department of Obstetrics, Istanbul University, 20 pregnant women, who were
hospitalized to the pregnant patient floor, were included to the study. 10 of them were
in the control group and the other 10 women were in the working group. Study
including criterias : >37 weeks of the pregnant women, between 18-35 ages who
were not smoking or alcohol using, hadn’t any chronic disease, hadn’t any drug for
continuous use, hadn’t preterm rupture of fetal membranes, hadn’t any pregnancy
pathology such as polyhydramnios or plasenta previa. NST (hon-stress test) was
performed for all pregnant women, who were included to the study. Cervical
examination was performed for women who had contractions in the non-stress test. In
the pregnant women who were in the working group there were > 4 contractions in
the 20 minutes, or > 8 contractions in the 60 minutes in the non-stress test or > 3
cervical opening in the cervical examination. In the pregnant women, who were in
the control group, there wasn’t any contraction in the non-stress test and elective
caesarean section was performed. The gene expressions of c-Jun, c-Fos, and FRA2
proteins were investigated in the serum and myometrium samples, which were taken
during caesarean section. Statistical analyze of the results was performed in the SPSS

Version20 programme.

RESULTS: After providing normal distribution tendency in comparison
between the groups, there was not significantly difference between the levels of c-
Jun, c-Fos and FRA2 gene expressions in the tissue and serum samples in both
groups (p>0.05). As a result of relative comparison in the group, which was in labor,

the level of c-Jun, c-Fos and FRA2 gene expressions were increased.

CONCLUSION: in comparison with control group, among pregnant women,
who are in the labor, there is not significant statistically difference between the levels
of c-Jun, c-Fos and FRA2 gene expressions in the tissue and serum samples, but the

expression levels of these genes increases in the labor group.

Key words: Preterm labor, AP-1, prematurity
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1. GIRIS VE AMAC

Normal dogum uterusta giden degisikliklere karsilik gelecek sekilde 4
evreye boliiniir: 1) baslangig, 2) hazirlik, 3) ilerleme, 4)iyilesme. Ugiincii evre
dogum eylemini kapamaktadir. Dogum eylemi birbiriyle bagimli 3 fizyolojik
olaydan olusmaktadir: 1) serviksin yeniden sekillendirilmesi, 2) fetal membranlarin
zayiflamasi ve yirtilmasi, 3) fetusu fundustan asagi dogru iten, gittikce sikligi ve

amplitudu artan ritmik uterin kontraksiyonlar.

Dogum eyleminin baslanmisin1 diizenleyen mekanizmalarla ilgili iki genel
teori vardir: 1) gebeligi devam ettiren faktorlerin kaybi ve 2) dogumu baslatan

faktorlerin sentezi. Bunlar hem fetal, hem maternal uyarilarla olmaktadir.

Bu ¢alisgmanin amaci erken dogum eyleminin patogenezinde enflamatuar
sitokinlerin salinimma neden olarak eylemin baslamasinda gérevi oldugu bilinen
AP-1 transkripsiyon fakt6rlerinin  serum ve miyometrium duzeylerinin

kiyaslanmasi ve dogum eylemindeki rollerini arastirmaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. NORMAL DOGUM

2.1.1. NORMAL DOGUM EYLEMININ TANIMI VE
FiZYOPATOGENEZISI

Diinya saglik orgiitii normal dogumu “kendiliginden baslar, dogum eyleminin
baslangicinda diisiik risklidir ve dogum eylemi ve dogum siireci boyunca bu sekilde
devam eder. Bebek gebeligin tamamlanmis 37 ve 42 haftas1 arasinda bas geliste
spontan olarak dogar. Dogum sonrasi bebek ve anne iyi durumdadirlar.” olarak
tanimliyor. Normal dogum uterusta giden degisikliklere karsilik gelecek sekilde 4
evreye boliiniir: 1) baslangig, 2) hazirlik, 3) ilerleme, 4)iyilesme. Birinci evrede
uterin sessizlik ve servikal yumusama olmaktadir. Servikal yumusama, artmis
damarlanma, stromal ve glanduler hipertrofi ve hiperplazi gibi ekstraselliler
matrikste bilesimsel veya yapisal degisimlerin sonucu olarak gelismektedir. ikinci
evrede uterusta dogum kontrakSiyonlarina hazirlanmak icin CAPs (contractions
assosiated proteins), oksitosin reseptori, prostaglandin F reseptdri ve konneksin 43
proteinlerinin sentezi artar ve servikste bag doku degisikliklerini kapsayan servikal
olgunlasma gerceklesir. Uciincii evrede aktif dogum eylemi gerceklesmektedir. Bu
evre servikal acilma ve efasmana neden olan uterin kontrakiyonlarla baslar ve
plasentanin ayrilmasi ile sonlanir. Dordiincii evrede uterus gebelikten onceki
durumuna donmektedir.

Uciincii evrede bebegin ve plasentann dogumu gerceklesir. Bu siire¢ de 3
evreden olugmaktadir: 1) Servikal silinme ve agilma evresi yeterli siklik, yogunluk
ve uzunluktaki aralikli uterin kontraksiyonlarin servikal efasman ve aciklik

olusturacak diizeye gelmesiyle baslar, serviksin tam agilmasina kadar devam eder. 2)



Fetusun atilma evresi fetsusun dogumuyla sona erer. 3) Plasentanin ayrilma ve

atilma evresi fetusun dogumundan hemen sonra baslar.

Dogum eylemi birbiriyle bagimli 3 fizyolojik olaydan olusmaktadir: 1)
serviksin yeniden sekillendirilmesi, 2) fetal membranlarin zayiflamasi ve
yirtilmasi, 3) fetusu fundustan asagi dogru iten, gittikce siklig1 ve amplitudu artan

ritmik uterin kontraksiyonlar.

Dogum eyleminin baslanmisini diizenleyen mekanizmalarla ilgili iki genel teori
vardir: 1) gebeligi devam ettiren faktorlerin kayb1 ve 2) dogumu baslatan faktorlerin
sentezi.

Dogum eylemi en az 4 primer olay1 icermektedir:

e Maternal ve ya fetal hipotalamik-pitiiter-adrenal aksin maternal
stres ve depresyon veya fetal strese bagli prematiir aktivasyonu

e Enflamasyon ve enfeksiyon

e Desidual hemoraji

e Patolojik uterin distansiyon

Servikal agilma ve dogum eylemi sirasmnda IL-1B, iL-6, IL-8 ve TNF-a
miktarlar1 artar. IL-1B predominant olarak 18kositlerden, IL-6 l6kositlerden,
glandiiler ve yiizeyel epitel hiicrelerinden, 1L-8 ise Iokositlerden, glandiler ve
yiizeyel epitel hiicrelerinden, stromal hiicrelerden salgilanmaktadir. IL-1p ve
TNF-a, MMP-1, 3, 9 ve katepsin S iiretimini arttirr. {L-1p TIMP-2 (tissue
inhibitor of metalloproteinase) ve MMP-2’nin endojen inhibit6rii’niin
ekspresyonunu azaltir. IL-1B servikal dilatasyonu indiikleyen en &nemli
ajanlardan olan COX-2 ve prostaglandin E. Gretimi yapan birgok hiicre tipi
lizerine iretimin arttirilmasi yoniinde etkilidir. Nitrik okit (NO) vazodilatasyona
neden olarak 16kosit gecisini arttirmaktadir. I1L-8 ndtrofillerin  servikse
migrasyonunu ve notrofil kollajenaz (MMP-8) ve nétrofil elastaz Gretimini
arttrmaktadir. Servikste artan G-CSF faktér de notrofil gogiinii arttrmaktadir.

Benzer degisiklikler fetal membranlarda ve miyometriumda da olugsmaktadir.

IL-1beta ve TNF-a, amniyon ve desiduada prostaglandin sentezinde gérev

alan COX-2 enzim ekspresyonunu indukleyerek ve koryonda prostaglandinleri



metabolize eden PGDH enzimini inhibe ederek prostaglandin miktarini
arttirrlar[1,2]. IL-lbeta ve/veya TNF-a fetal membranlar ve serviksteki
ekstraselliiler matriksin yikimmi hizlandiran gesitli MMPs’in amniyo-koryon,
desidua ve servikste ekspresyonunu arttirirlar [3-5]. IL-8 ve CSF-2 membran
rliptiirtine neden olacak MMPs’i serbest birakma 6zelligi olan nétrofilleri toplar.
TNF-a amniyon epitelial hiicrelerinde apoptozisi indiikleyerek membranlarin
erken rlptlriine neden olur [6]. IL-6 desidual ve fetal membranlarda
prostaglandin sentezine ve G-CSF ekspresyonunu arttirarak notrofillerin
toplanmasma ve aktivasyonuna neden olur [7,8]. Preterm dogum yapan
intraamniyotik enflamasyonu olan gebelerde neutrophil defensins-1 ve -2,

kalgranulin A ve C artmis olarak bulunmustur [9].

Prostaglandinlerin artist MMPs gibi genital traktus proteazlarmin birikmesine
ve artmis miyometrial Kkontraktileteye neden olur [10]. In vitro insan
caligmalarinda prostaglandinlerin progesteron reseptor-A/B oranini arttirdigi [11]
ve desidual hiuicrelerde Prostaglandin F2a-nin PR mRNA ve protein ekpresyonunu
inhibe ettigi [12] gosterilmistir. Bu calismalar prostaglandinlerin fonksiyonel
progesteron  ¢ekilmesini  indiikleyebilecegini  gdstermektedirler.  Boylece
prostaglandinler gebeligin herhangi bir asamasinda dogumu
indiikleyebilmektedirler ve erken dogumun patogenezinde son ortak yolagi

olusturduklar1 diistiniilmektedir.

Maternal-fetal yiizeydeki proinflamatuar sitokinler tarafindan baslatilmis olan
enflamasyon sonucunda fetus immunolojik dokunulmazligini kaybederek dogal
immun sistemin hedefine doniisiir. Kazanilmig immun sistem erken dogum
eyleminde kaydedeger rol oynamamaktadir. Maternal-fetal ylzeydeki
proinflamatuar sitokinlerin plasenta ve desiduanin gelisiminde bir swra rolleri
oldugu ¢ahismalarda gosterilse de, fazla miktarda IL-1B, TNF-o, IFN-y gibi
proinflamatuar sitokinlerin iiretimi gebeligin devami i¢in zararli oldugu, yapilan
birgok ¢alismada gdsterilmistir. IL-10 diger hiicreler tarafindan proinflamatuar
sitokinlerin Gretimini represse etmektedir. Maternal-fetal ytizeydeki en cok
aragtirtlmis immunomdiilator progesterondur (P4). Enflamatuar cevap yolaklarini
ve kontraktil elemanlarin gen ekspresyonunu uterus ve serviksde inhibe ederek ve

immun hiicrelerin kemotaksisini saglayan kemokinlerin sentezini azaltarak uterin



sessizligi saglar. Progesteron mitojenle stimule olmus lenfosit stimulasyonunu
bloke eder, allograft sagkalim siiresini arttirir, antikor iiretimini module eder,
monositlerin oksidatif patlama olayin1 azaltir, makrofajlarmn bakteri iriinlerine
kars1  proinflamatuar sitokin {iretimini azaltr. Bu immunomedulator etkiler
progesteronun immun sistem hucrelerine direkt ve indirekt etkisi sonucu

olmaktadir.

2.1.2. ERKEN DOGUM TEHDIDININ TANIMI VE RiSK
FAKTORLERI

Erken dogum tehdidi gebeligin tamamlanmis 37. haftasindan 6nce servikal
acilmaya neden olan uterin kontraksiyonlarm basglanmasidir. Erken dogum ise
gebeligin tamamlanmig 37. haftasindan 6nce dogumun gerceklesmesidir. Erken
dogum i¢in alt gebelik smir ise 20+0 haftadir. Erken dogum diinya ¢apinda tiim
dogumlarin %5-18’in1 olusturmaktadir. Gelismis iilkelerde bebek morbidite ve
mortalitesi nedenlerinin basinda gelmektedir (CDC 2000). Preterm
kontraksiyonlar1 olan kadinlardan hangilerinin erken dogum yapacagi kesin
olarak bilinmemektedir. Erken dogum eyleminde olan kadmnlarin dogru
belirlenmesi neonatal sonuglar1 iyilestirmek icin bazi girisimlerin yapilmasina
olanak saglamaktadir. Bunlar: antenatal kortikosteroid tedavisi, GBS enfeksiyonu
profilaksisi, fetal ndroproteksiyon amagli magnezyum sulfat verilmesi ve
gereklilik durumunda uygun yenidogan yogun bakim iinitesinin oldugu birime

transfer edilmesidir.

Erken dogumlarin %70-80’i spontan olusmaktadir: %40-50 olguda
preterm eylem, %?20-80 olguda erken membran riptirt, kicuk bir grubu da
servikal yetmezlik olusturmaktadir. Kalan %20-30 olgu da maternal ve ya fetal

endikasyonlar nedeniyle iatrojeniktir.



Tablo 1. Erken dogum tanimlari

Gestasyonel yasa gore

WHO ( World Health Organization)

Orta-geg preterm 32-37 hafta
Cok pretem 28-32 hafta
Asir1 preterm <28 hafta

CDC (Centers for Disease Control and Preventation)

Preterm <37 hafta
Geg preterm 34-36 hafta
Erken preterm <34 hafta

Dogum kilosuna gore

Diisiik dogum aralikli <2500 gr.
Cok diisiik dogum agirlikl <1500 gr.
Asir1 diistik dogum aralikli <1000 gr.

Klein LL, Gibbs RS. Use of microbial cultures and antibiotics in the prevention of
infection-associated preterm birth. Am J Obstet Gynecol 2004; 190:1493.

Erken dogum igin risk faktorleri Tablo 2’de gosterilmistir. Bu risk
faktorlerinden biri veya birkagi dogum eylemini baglatacak olaylar kaskadini
aktive ederek veya supresif faktorleri inhibe ederek erken doguma neden

olmaktadirlar.

Farkli alanlarda (epidemioloji, histopatoloji, mikrobiyoloji, biyokimya,
maternal-fetal tip) yapilan ¢alismalar erken dogum ile enfeksiyon/enflamasyon
arasinda baglant1 oldugunu gostermistir. Plasental patoloji ilizerinde yapilan

aragtirmalarda erken dogumlarm %20-75’inde plasentada koryoamniyonit



bulgular1 saptanmis ve bu hastalarm %30-60’inda pozitif membran kultirleri

goriilmiistiir [13-16].

Risk  faktorleri  6nceden  belirlenebilirse, erken doguma bagh
komplikasyonlarin 6niine gegilebilir. Ancak erken dogumlarin 2/3’si risk faktorii

olmayan kadinlarda goriilmektedir.

Servikovajinal fFN kontraksiyonlar1 ve hafif servikal dilatasyon ve
efasmani olan gebelerde 6zellikle ultrasonla servikal uzunluk 6lgiimi ile kombine
edildiginde erken dogumu 7-14 giin 6nceden 6ngdérmede kullanighdir. 14 giliniin

iizerinde ise prediktiv degeri diigiiktiir.



Tablo 2. Erken dogum risk faktorleri

-Spontan erken dogum hikayesi [17-29]
-Intrauterin enfeksiyon

-Desisual hemoraji

-Asir1 uterin gerginlik
(polihidramniyozis, cogul gebelik)
-Maternal veya fetal stress
-Uteroplasental vaskdler yetmezlik

-Asir1 inflamatuar cevap

-Hormonal faktorler

-Genetik faktorler (Maternal birinci
derece akrabalarda spontan erken dogum
hikayesi veya annenin erken dogmus
olmasi)

-Servikal yetmezlik

-Partner olmamas1

-Diistik sosyoekonomik diizey
-Anksiyete, stress

-Bosanma, ayrilik, 6liim gibi olaylar
-Gebelik sirasinda abdominal cerrahi
-Ko6tii ¢alisma kosullari(uzun siire ayakta
kalma,endiistriel makinelerin kullanima,
fiziki yorgunluk,mental ve ya is ortamina
bagli stress )

-Uterin  anomaliler(DES  maruziyeti,
miyoma uteri)

-Erken membran riptdri

-Ikinci trimestrde diisiik hikayesi
-Servikal cerrahi hikayesi

-Kisa servikal uzunluk

-Prematlr  servikal dilatasyaon ve
efasman [56-58]

-Cinsel yolla bulagan hastaliklar

-Sistemik enfeksiyon, piyelonefrit, apandisit,
pnomoni

-Genital trakt enfeksiyonlari

-Kronik maternal hastaliklar

-Bakterilri

-Periodontal hastalik

-Plasenta previa

-Abrupsiyo plasenta

-Vajinal kanama, Ozellikle bir trimestrden
fazla

-Madde bagimlilig1

-Sigara kullanimi [19, 30, 31-37]

-Maternal yas (<18 veya >40) [38-40]
-Afriko-Amerikan 1rk

-Zayif beslenme ve diisiik VKI

-Kisa boy [41-43].

-Yetersiz prenatal bakim

-Anemi (hemoglobin <10 g/dl)

-Asir1 uterin kontraksiyon

-Diisiik egitim seviyesi

-Fetal anomaliler [44, 45]

-Fetal biiytime geriligi [46-51]

-Cevresel faktorler (asir1 sicaklik, hava
kirliligi)

-Fetal 6lim

-Vajinal sekresyonlarda fFN testi pozitifligi
-YUT kullanilarak gebe kalma

-Deidual hemoraji sonucu olusan erken
gebelik kanamalar1

-Erkek cinsiyetli fetus [52-55]




2.2 AKTIVATOR PROTEIN-1

AP-1 (Aktivator Protein-1) ailesi ‘basic leucine zipper’ ailesine ait yapisal
ve fonksiyonel olarak benzer olan transkripsiyon faktorlerini igerir.
Transkripsiyon faktorleri spesifik DNA bdlgelerine baglanarak genetik bilginin
DNA’dan mRNA’ya (mesesnger RNA) transkripsiyon oraninit kontrol eden
proteinlerdir. Cok sayida ekstraselliiler sinyalin (stress, gerilme, dig ortam
sartlarinda degisikliler, onkojenler, sitokinler) etkisinden sonra AP-1 aktivasyonu
sonucu proliferasyon, néronal hiicre depolarizasyonu, apoptozis, sitokin salinimi
gibi genis yelpazede etkiler goriilmektedir. Bu protein yapisindaki transkripsiyon
faktorleri AP-1 ailesi tyesi olan proteinler Jun (c-Jun, JunB, JunD), Fos (c-Fos,
FRA-1, FRA-2, FosB, FosB2 ) AP-1 bolgeleri ile (TGAG/CTCA) DNA’ya
baglanarak ve homodimerler (Jun) veya heterodimerler (Fos ve Jun) olusturarak
farkli sekillerde transaktivasyon ve transrepressyon yapan farkli biyokimyasal
yapilar olustururlar.

AP-1 ilk defa HelLa nuklear ekstraktlarda SV40 (simian virus 40) ve
hMTIIA (human metallothionein 11A) genlerinin giclendirici bdlgesindeki DNA
element (TGACTCA) olarak bulunmustur [59]. AP-1 baglama bélgeleri sonradan
¢ok miktarda hiicre ve viriis genlerinde bulunmustur. AP-1 benzeri sekansa
baglandig1 gosterilen ilk protein maya transkripsiyon faktoric GCN4 olmustur [60-
64]. Paralel olarak yapilan caligmalarda c-Fos proteininin adiposit spesifik
genlerin promoter bolgelerindeki AP-1 benzeri sekansa baglanan DNA baglama
aktivitesinin bir komponenti oldugu gosterilmistir [65, 66]. Sonradan Fos ve Jun
iliskili birgok proteinler AP-1 DNA baglama aktivitesi olarak bulunmustur [65,
67].

ATF (ATFa, ATF-2, ATF-3) ve JDP (JDP-1 ve JDP-2 ) ailesi Uyesi olan
bazi proteinler de predominant olarak Jun proteinleri ile olmak {izere AP-1
proteinleri ile heterodimerik kompleksler olustururlar. Bu protein dimerleri hedef
genlerin promotor ve giiglendirici kisimlarindaki 12-O-tetradecanoylphorbol-
13acetate response elements kisimlarina baglanarak etki ederler. Dimerizasyon
heptad 16sin rezidii tekrarindan olusan leucine zipper alani ile olmaktadir. Bu da
birgok transkripsiyon faktorii arasindaki ektilesimi saglamaktadir. Bu yap1

amfipatik sarmal olusturur, bu sekildeki iki struktur sarmal-sarmal seklinde



birlesir. Leucine zipper alanina sahip proteinler leucine zipper alanindaki amino
asit dagihimina gore spesifite gostermektedirler. Leucine zipper alanmna komsu
bazik amino asitlerden zengin helikal alan DNA baglama bolgesini olusturur.
Proteinlerin dimerizasyonu bazik alanlarm herbirinin DNA tanima ve baglanma
bdlgesine esit oranda baglanmasini saglar. Dimerizasyon ve DNA’ya baglanmak
icin bu sekilde helikal bolgelere sahip olan transkripsiyon faktorleri b-zip
proteinler olarak adlandirilirlar. cAMP response element binding protein( CREB)
veya ATFs (activating transcription factors), C/EBP, TEF/DBP, Maf/Nrl1, NF-E2
gibi transkripsiyon faktorleri de b-zip grubuna aittirler. b-zip transkripsiyon
faktorleri Gyelerinin AP-1 bdlgelerine benzer DNA paternlerinin olmasi, AP-1
yari-alanlarinin olmasi, ¢ekirdek kisimlarinda genis AP-1 benzeri tekrarlarinin
oldugu gortlmistiir. Farkli b-zip proteinleri arasinda da dimerizasyonlar
olusmakta ve c¢ok spesifik kombinasyonlar olusabilmektedir. Aslinda AP-1
protein ailesinin kontrol ettigi gen ekspresyonunu arastirirken diger b-zip

proteinleri de dikkate almak gerekmektedir.

AP-1 proteinleri b-zip olmayan transkripsiyon faktorleriyle de
kompleksler olustururlar (GR (glucocorticoid recepetor), nuclear factor-kB (NF-
kB), MyoD ve USF gibi bHLHZip proteinleri, nuclear factor of activated T cells
(NFAT) gibi).

Fos ve Jun proteinleri tarafindan olusan dimerler Jun/Jun arasinda olusan
dimerlerden daha dayanikli olurlar ve trankripsiyonel aktivasyon gigcleri daha
fazla olmaktadir [94, 95]. Bu sekilde DNA’ya baglanma ve transkripsiyonel
aktivasyonlar1 dimeri olusturan spesifik partnerlere gore degismektedir; AP-1
spesifitesinin temel mekanizmasimin ~~ AP-1 proteinlerinin farkli
ekspresyonlarindan dolayr oldugu 6ngoriillmektedir [96]. Fos proteinlerinin
ekspresyonu ve stabilitesinin AP-1 proteinleri tarafindan regule olan genlerin
aktivitesi i¢in 6nemli oldugu varsayilmaktadir. Jun ve Fos proteinlerinin her biri
farkl transaktivasyon domainine sahiptir. C-Jun, c-Fos ve FosB proteinleri NH2-
terminal transaktivasyon domainine sahipken, JunB, JunD, Fra-1, Fra-2 ve FosB2

zay1f transaktivasyon aktivitesi sergilemektedir.
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Sekil 1. c-Jun homodimerinin helikal tekerlek seklinde projeksiyonu a
bolgesindeki a heliks ~7 adet tekrarlayan 16sin rezidiisii igermektedir. Gri alanlar

hidrofobik kisimlari, kesik ¢izgiler elektrostatik kopriileri gosterir

Sekil 2. c-Jun homodimerinin yandan gorlniisii. Bir 6nceki resimdeki a ve
d alanlarindaki aminoasit rezidiilerinin helikal goriintiisii. Losin mavi, diger

hidrofobik rezidiiler sar1 ile gosterilmistir.
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Transkripsiyonel regulasyona AP-1 iiyelerinin katkismnin ilk agamas1 AP-1
proteinlerini kodlayan genlerin transkripsiyonudur. Hicrenin stimulasyonundan
sonra tarif edilen ilk genler olmasina ragmen Fos ve Jun proteinleri gegici olarak
eksprese edilirler. Genel olarak Jun ve Fos proteinlerinin transkripsiyonu de novo
protein sentezine gerek duymamaktadir, bu da gerekli faktorlerin hiicrede daha
onceden aktive olmadan varolduklarini gosterir. AP-1 protein fonksiyonlar
primer olarak fosforilasyon ile aktive olur, redoks yoluyla da olabilmektedir [68-
70]. AP-1 uyelerinin her biri transaktivasyon ve transrepresyon yapabilme
ozelligine gore farkliliklar gosterirler. Hiicre kiiltiiri calismalarinda her bir
proteinin hiicre proliferasyonu ve onkojenik doniisiimde farkli etkiler gosterdigi
gorilmistiir [71-75]. Bu farkliliklarin biiyiik kism1 dimerizasyon partnerlerindeki
degisikliklere gore olmaktadir. Her bir AP-1 proteininin  fonksiyonu
posttranslasyonel modifikasyona ve dimer olusturulacak partnere gore

degismektedir.

Genel olarak jun proteinleri eriskin dokularinda ¢ok miktarda
olmaktadirlar, c-jun organogenez dénemi boyunca ekspresse olur, junB fetal
hayatin son donemlerine kadar ekspresse olmaz. Fos proteinlerinin ¢ogu eriskin
dokularinda ya ¢ok az miktarlarda eksprese olur, ya da tespit edilemeyecek kadar
az olur, bunun tek istisnas1 FRA-2’dir (eriskin dokularinda miktar1 jun miktarina

benzer dizeyde olur).

2.2.1 DOGUM EYLEMININ PATOGENEZINDE AKTiVATOR
PROTEIN-1 UYELERININ ROLU

Normal dogum eylemi ve erken dogumda gorevli proinflamatuar ve
prokontraktil genlerin regulasyonunu NFKB (nuclear factor kB) ve AP-1 gibi
trankripsiyon faktorleri saglamaktadir. Gebeligin biiyiik bir boliimiinde siiregelen
sessizlik progesteron ve diger faktorler tarafindan saglanmaktadir ki, bu
faktorlerin  kesilmesi ve miyometrial kontraksiyonlar ve servikal agilmanin
baslanmasina neden olan inflamatuar yolaklarin aktiflesmesi dogum eyleminin
baglamasina neden olur. Miyometrial AP-1 aktivasyonu sitokinlerin (IL-6, IL-8,
IL-1B), metalloproteinazlarm (Mmp3 ve Mmpl0) ve prokontraktil proteinlerin

(Cox-2 ve Cx43) salinimina neden olur.
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Sekil 3. AP-1 proteinleri ile diger trankripsiyon faktorleri arasinda
etkilesimler. TATA-binding protein (TBP)

3-cl trimestrde enfeksiyon durumu olmayan gebelerde de amniyon,
koryon-desidua ve miyometriumda IL-8 ve IL-1p diizeylerinde artis saptanmustir
[122, 123]. iL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi sitokinlerin major kaynag1 makrofajlardir.
Gebeligin ge¢ donemlerinde desiduada proinflamatuar sitokin mRNA’larmin
kaynagi olan nétrofil ve makrofajlarin miktar1 artar. Desiduadaki NK (natural
killer), T lenfosit, desidua hiicreleri, endotel hiicreleri ve trofoblastlar gibi diger
hiicreler de sitokin salmimina katkida bulunur. Spontan preterm eyleme giren
gebelerin koryo-desiduasindaki VEGF (vascular endothelial growth factor)
miktar1 term gebelikte spontan dogumla sonuglanan hastalarinkine kiyasla daha
fazla bulunur. VEGF aktivasyonu inflamatuar hiicrelerin uterusdaki miktarmin
artmasmma neden olur. Bu da direkt veya indirekt olarak PGF,, ve PTGFR
araciligiyla proinflamatuar sitokinler tarafindan olugmaktadir. IL-1p ve TNF-a
direkt olarak human decidual fibroblast VEGF, basic FGF(fibroblast growth

factor) ve TGF-f(transforming growth factor-f)diizeylerini arttirirlar.
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Uterus aktivasyonu birgok gende ve onlarin iriinlerinde siirekli
degisiklikler sonucu uterusun doguma hazirlanmasi seklinde olur. Bunlarin genel
ad1 UAPs (uterine activation proteins) olup OTR, PGHS-2, CX-43 (connexin-43),
INOS (inducable nitric oxide synthase) ve PTGFR (Prostaglandin F
Receptor)’dan olusmaktadirlar. Aktivasyon sonucu uterusun oksitosin ve PGF2a
gibi kontraktil stimuluslara karsi sensitivitesi ve responsivitesi artar.
Proinflamatuar sitokinler tiim UAPs’lerin ekspressyonunu regule ederler. Term
gebelikte MMP-2 ve -9 desidua ve diger intrauterin dokularda artar. MMP-1,-2,-3
ve -9 IL-1P’y1 inaktif formlarma degrade ederler. PGF2a desiduada MMP-2 ve -
9’un gen ekspressyonunu arttirir ve onlarin aktivitelerinin endojen inhibitorleri

olan TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinase-1) miktarini azaltir.

AP-1 proteinlerinin aktivasyonu farkli sekillerde module olmaktadir.
Sitokinler, biiylime faktdrleri, stress sinyalleri, onkojenik stimuluslar ¢cok sayida
sinyal tranduksiyon yolaklarinin aktivasyonunu provoke ederek ekstraselliler
matriksdeki sinyallerin nukleusa ulasmasina neden olurlar [77]. Bu regulasyon
AP-1 proteinlerini kodlayan genlerde trankripsiyonel degisiklikler yapilarak,
onlarin mRNA ’larinin stabilizasyonu kontrol edilerek, daha 6nceden varolan veya
yeni sentezlenen AP-1 komponentlerinin postranslasyonel modifikayonu
saglanarak, diger transkripsiyon faktorleri ve kofaktorleri ile spesifik baglantilar
kurularak olmaktadir. Postranslasyonel kontrol farkli kinazlar tarafindan
fosforilasyonu icermektedir., Bu da DNA’ya baglanma aktivitesini,
transaktivasyon potansiyelini ve protein stabilitesini saglar. En ¢ok c¢alisma
yapilan MAPK (Mitogen-activated protein kinase) ailesinin iiyesi olan JNK’dir
(Jun NH2-terminal kinases). MAPK kaskadi tarafindan aktive olduktan sonra
JNKs nukleusa gecer, Jun proteinini NH2-terminal transaktivasyon domaini
kismmdan fosforile ederek transaktivasyon potansiyelini ortaya ¢ikarir. JNKs
ayni1 zamanda JunD ve ATF-2 proteinlerini de fosforile ve aktive ederler. Fos
proteinlerinin  aktivitesini  kontrol eden Kkinazlar henlz kesin olarak
belirlenememistir. AP-1 proteinlerinin etki ve modiilasyonunun kompleksligi ve
selektivitesinin farkli genlerin farkli AP-1 dimerleri tarafindan farkli sekilde

uyarildigindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir.
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Yapilan ¢caligmalarda fare miyometriumunda gebeligin sonuna kadar c-Jun
MRNA’smin sabit olarak kaldigi, c-Fos mRNA’sinin ise dogum baslangicina
kadar olan siirede arttig1 goriilmiistiir [76]. Gebeligin ge¢ donemlerinde uterusda
ekstraselliiler matriks depozisyonu, selluler remodeling, miyometrial hiicre
bliylimesi gibi dnemli yapisal degisiklikler olur. Laminin, kollajen, elastin,
fibronektin gibi bazal membrani olusturan yapilarim, MMPs ve TIMPs (Tissue
inhibitors of metalloproteinases) gibi ekstraselliler matriks remodeling
enzimlerinin genlerinin promoter bolgelerinde AP-1 bdlgeleri vardir [78-82].
Miyometriumun sessizlik doneminden koordine kontraksiyonlar ddnemine
gecisinde  Cx43, OTR (oxytocin receptor) prostaglandin F2a gibi CAPs
(contraction associated proteins) proteinlerinin gen ekpressyonu artar. Bu protein

genlerinin de promoter bolgelerinde AP-1 bolgeleri bulunmustur.
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/ p21ras \ w DAG / PI3 ~ger_

: Ca’+
e / PKC il v
kinase

Raf-1 ‘ PI3 kinase \

Calcineurin
MEKK-1 -~ 21 sphingomyelin
MEK \ ol CsA
+ SEK-1 7 2/
’ s MEKK-1
ERK /
JNK ?

ceramide

cytoplasm

Sekil 4. TcR/CD3 ve CD 28 ko-stimulator yolaklar. PLC, phospholipase
C; [Ca]i, intracellular calcium levels; MEK, MAP kinase/ERK; MEKK-1, MAP
kinase/ERK kinase-1; SEK-1, stress-activated protein kinase/ERK-1; SRF, serum

response factor; SRE, serum response element



Yapilan ¢aligmalarda gebe ve gebe olmayan farclerde AP-1 ve CAP
genlerinin indlksiyonu arasinda korelasyon bulunmustur. Gebe olmayan farelerin
miyometriumunda 06strojen tedavisinin  c-Fos, c¢-Jun, JunD ve JunB
ekspresyonunu arttirdigi goriilmistiir. CAP mRNA’larinda da artig saptanmustir.
C-Fos ve c-Jun mRNA diizeylerinin mekanik gerginlik artigi sonucu da arttigi

gosterilmistir.

JNK (c-Jun amino-terminal kinase) MAPK (yesidir. Hiicreler sitokinlere
veya stresse maruz kaldiginda aktiflesir, bundan dolayr bu sinyal yolaginin
aktivasyonu inflamatuar cevaplara neden olabilir. Bu yolak ayni zamanda hiicre
proliferasyonu, apoptozis, doku morfogenezisinde de rol alir. Kinaz subdomain
VIl bolgesindeki Thr-Pro-Tyr alanindaki Thr ve Tyr rezidiilerinin ¢ift
fosforilasyonu ile aktive olur. 3 gen tarafindan kodlanir: jnkl, jnk2, jnk3. Bu
genlerin Urunleri olarak 4 adet JINK1, 4 adet INK2 ve 2 adet JNK3 izoformlari

olusur.

JNK T- hiicrelerin kostimulasyonu sirasinda aktive olur, IL-2
sekresyonunda ve timositlerin proliferasyonunda rolii oldugu diistiniiliir. Thl ve
Th2 hiicrelerinin diferensiasyon programi sirasinda aktive olur. TNF-a
sekresyonunda da rolii oldugu disiiniilmektedir. JNK sinyal yolagmin
enflamatuar cevaplardaki rolii endotelial hiicreler lizerinde yapilan ¢aligmalarda
daha ¢ok arastirilmistir. TNF- a gibi enflamatuar sitokinlere cevap olarak lokosit

adezyon molekilu olan E-selektin ekspresyonu artar.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calisma I.U. Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dekanligi Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan, 06.02.2018 tarihli ve 83045809-604.01.02 sayili onay
alindiktan sonra Kadm Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim Dali biinyesinde, kurul

kararindan sonraki periyotta prospektif olarak gergeklestirildi.

Anabilim Dalimiz Dogum servisine yatan, ¢aligma igin uygun hastalardan
caligma hakkinda detayli olarak bilgilendirilen ve katilmay1 kabul edenlerin ilgili
kayitlh onamlar1 alinmistir. Hastalarin anamnezleri, fizik muayene Ozelikleri,
dogum siirecinin agamas1 gibi bilgiler ¢alismamiz i¢in olusturulan ayr1 bir form

kullanilarak kay1t edildi.

3.1. CALISMA GRUBU

Calismaya Almma Olgiitleri: 18-35 yas arasmnda bilinen kronik hastalig
olmayan, siirekli kullandig1 ila¢ olmayan, aktif su gelisi olmayan,
polihidramniyozis veya plasenta previa gibi patolojik gebelik bulgular1 olmayan,
sigara ve alkol kullanmayan >37 hafta gebeler ¢alismaya dahil edildi. Calisma
grubunu olusturan hastalar aktif dogum eylemine giren ve fetal veya maternal
nedenlerden dolay1 sezayene alinan hastlardan olusmaktadir. Kontrol grubunu
olusturan hastalar ise non-stress testte kontraksiyon saptanmayan ve elektif

olarak sezaryen yapilan hastalardan olusmaktadir.

Calismadan Dislanma Olcitleri: 18 yas alt1 ve 35 yas Ustil, bilinen kronik
hatalig1 olan, siirekli kullandig1 ilag¢ olan, aktif su gelisi olan, polihidramniyozis
veya plasenta previa gibi patolojik gebelik bulgulari olan, sigara ve alkol kullanan

<37 hafta gebeler ¢aligmaya alinmadi.

Tiim hastalar sezaryen oncesi NST’ye baglandi. NST’de kontraksiyon
cikan gebeler vajinal yol ile muayene edildi. Calisma grubunu olusturan
gebelerde NST’de 20 dakikada > 4 veya 60 dakikada > 8 kontraksiyon veya

vajinal tusede > 3 cm servikal a¢iklik vardi.
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Tiim hastalardan sezaryene alinmadan 6nce 9 ml kirmizi kapakli VACUETTE®
Z Serum Sep Clot Activator tiplerine periferik venoz kan alindi. Kan 6érnekleri
alindiktan sonraki 6 saat icinde 3000 rpm’de (Revolutions Per Minute) 15 dakika
santrifuj edildi ve serum Ornekleri eppendorf tiiplere alinarak -80°C’de tutuldu.

Haftasonu sartlarinda alinan 6rneklerden elde edilen serumlar -20°C’de tutuldu.

Sezaryen sirasinda uterusda agilan Munro-Kerr insizyonunun iist kimindan
yaklagik 1 cm®1lik miyometrium 6rnegi alindi, icinde RNAase later sollisyonu
olan ependorf tiiplere konuldu. Miyometrium Ornekleri 24 saat +4°C’de
tutulduktan sonra -80°C’ye alindi. Kan ve doku 6rnekleri alindigi tarih itibariyle
en gec 48 saat igerisinde Istanbul Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik
Boliimii, Molekiiler Tani ve Analiz birimi laboratuvarina soguk zincir yontemi ile

transfer edildi.

3.2. LABORATUVAR

3.2.1 DOKUDAN TOTAL RNA iZOLASYONU

Dokudan total RNA izolasyonu icin PureLink ™ RNA mini kit (Invitrogen by

ThermoFisher Scientific) kullamilmustir. Izolasyon kitte 6nerilen prosedire gore

yapilmistir;

1. Her bir 6rnek icin 1 ml Lysis Buffer’a 10 ul p-merkaptoetanol eklenir ve 1

dakika bekletilip vorteks yapilir. Hazirlanan buffer kullanilir.

2. Miyometrium dokusundan kesit almip daha Onceden -20°C’de bekletilmis

havanda si1v1 azot ile ezilir. Tiim bu asamalar sirasinda dokular buzda bekletilir.

Ezilen 6rnekler 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edilir. Tiiplere konulan

ornekler 30-60 mg arasinda olacak sekilde ayarlanmustir.

3. 2 ml mikrosantrifiij tiiplerindeki 6rneklerin miktarlarina gére hazirlanan Lysis

buffer eklenir. Eklenecek Lysis buffer miktar1 asagidaki gibi ayarlanmaktadir;
e <20mg =»350 pl
e 20-40 mg = 600 pl
e 40-60 mg = 800 pl
e >60 mg= 1000 pl

18



10.

11.

12.

13.
14.

Ardindan 2600g’de 5 dakika santriflij yapilir ve siipernatant baska bir 2 ml’lik
mikrosantrifiij tiipe aktarilir.

Aynu tiibe siipernatant hacmi kadar %70’lik etanol eklenir ve vorteks yapilir.
Kitin i¢inde bulunan “spin cartrdige” tiibiine 700 pl 6rnek eklenir ve 12.000
g’de 15 saniye santrifiij yapilir. Santrifiijiin ardindan “collection” tlipte kalan
stvi atilir.

5. ve 6. basamakta belirtilen teknikler 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipte 6rnek bitene
kadar tekrarlanir.

“Spin cartridge” tiibe 700 ul “Wash Buffer 1~ eklenir ve 12.000 g’de 15 saniye
santrifij yapilir. Ardindan “Spin cartridge” tipun igerisindeki filtre yeni bir
“collection” tiibe aktarilir.

Filtrenin aktarildigi yeni “collection” tupe 500 pl “Wash Buffer 2~ eklenir ve
12.000 g’de 15 saniye santrifiij yapilir. “collection” tiipte kalan s1v1 atilir.
Yeniden 500 pul “Wash Buffer 2" eklenir. 12.000 g’de 15 saniye santrifiij yapilir
ve “collection” tiipte kalan s1v1 atilir.

Ardindan 12.000 g’de 1 dakika santriflij yapilir. Filtrenin kondugu “collection”
tiip atilir ve filtre “spin cartridge recovery” tlpe yerlestirilir.

30 ul RNAase’siz su filtrenin tam ortasimna gelecek sekilde eklenir ve oda
sicakhiginda 5 dakika beklenir.

12.000 g’de 2 dakika santrifiij yapildiktan sonra filtre atilir.

Nanodrop cihazinda elde edilen 6rneklerin kalite kontrolii yapilir ardindan 6rnek

kullanilana kadar -80°C’de saklanir.

3.2.2. SERUMDAN TOTAL RNA iZOLASYONU
Total RNA izolasyonu

[zolasyon “mirVana PARIS Kit” prosediiriindeki 6nerilere gore yapilmustir. Bu

calisgma kapsaminda, 625 pL ve daha fazla miktarlardaki sivi orneklerinin RNA

izolasyonu i¢in kitin dnerdigi protokol izlendi.
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A.Organik Bilesenlerin Aciga Cikarilmast
1. Stvi numunelerdeki RNA'y1 izole etmek i¢in, oda sicakligindaki 2ml’lik santrifiij
icerisindeki 625 pL serum 6rnegi ile ayn1 miktardaki 37°C su banyosunda 6nceden
isitilmig 2X denatiirasyon soliisyonu karistirilir.
* Eger 2X denatiirasyon soliisyonu ilk kez kullaniliyorsa, 2X denatlrasyon
soliisyon etiketli siseye 375 pL 2-merkaptoetanol eklenir. yice karistirlir.

2. Serum ve 2X Denatirasyon Sollisyonunun toplam hacmi kadar (625pl)
“Fenol: Kloroform” karigimmin alt fazi eklenir. Cok iyi karistirilir, 30-60 saniye
vorteks yapilir ve sonra tekrar elde karistirilir. 5 dk oda sicaklifinda bekletildikten
sonra, masaiistli mini santrifiij cthazinda maksimum hizda 5 dakika santrifiij edilir.

1. Karigim oda sicakliginda maksimum hizda (>10.000xg) 5 dakika boyunca
santrifiij yapildiktan sonra, karisimda sulu ve organik faz ayrimi goriinmiiyorsa,
santrifiij islemi ayrim netlesene kadar tekrarlanir.

4. Ayrilan fazlardan en tstteki seffaf kistm 2mL’lik yeni steril santrifiij
tiiplerine aktarilir. Aktarilan hacmin 1,25 kati miktarindaki oda sicaklhigindaki
absolute “EtOH” (9%100) eklenir.

5. Her bir 6rnek i¢in, filtre kartusu toplama tiiplerinden birine yerlestirilir.
700 uL lizit/etanol karisimu filtre kartusunun tizerine 6rnek bitene kadar eklenir.

6. 8.000 g*’de 18 saniye santriflij edilir. Filtreden gegen sivi bosaltilir ve
lizat/etanol karistmmin tamamu filtre i¢inden geg¢ene kadar santrifiij islemi
tekrarlanir.

7. Bu asamada sonraki adimda kullanilacak olan Elution Soliisyon, 95°C’ye
ayarlanmis su banyosunda sitilmak iizere, her bir 6rnek i¢in 100 pl olmak sartiyla
0,5 mL’lik santrifiij tliplerine paylastirilir.

8. Filtre kartusuna 700 pL. miRNA yikama soliisyonu 1’1 uygulanir ve 15
saniye boyunca 8000g*’de santrifiij edilir. Filtreden gecen siv1 atilir ve filtre kartusu
ayni toplama tiipiine yerlestirilir.

» Eger yikama soliisyonlar1 ilk kez kullaniliyorsa Tablo 3’ de belirtildigi sekilde

hazirlanir.

20



Tablo 3. Kit soliisyonlarinin hazirlanisi.

SOLUSYON HAZIRLANISI

Yikama Soliisyonu | Yikama soliisyonu 1 etiketli siseye 21 mL % 100 etanol

1 eklenir. Iyice karistirilr.

Yikama soliisyonu | Yikama soliisyonu 2/3 etiketli siseye 40 mL % 100 etanol
2/3 eklenir. Iyice karistirilir.

9. Filtre kartusu'na 500 uL miRNA yikama soliisyonu 2/3 uygulanir ve 15 saniye
boyunca 8000g*’de santrifiij edilir. Filtreden gecen sivi atilir ve filtre kartusu
ayni toplama tiipiine yerlestirilir. 500 uL. Yikama Soliisyonu 2/3 ile bir 6nceki
basamak tekrarlanir. Son yikamada sonrasi filtreden gegen sivi atildiktan sonra,
ayni toplama tiipiine aym filtre kartusu yerlestirilir ve filtrede kalan siviyi
cikarmak i¢in 1 dakika maksimum hizda santrifiij yapilir.

10. Filtre kartusu yeni bir toplama tiipiine (Kit i¢ersinde her bir 6rnek icin 2
toplama tiipti, 1 filtre kartusu bulunmaktadir) aktarilir. Filtrenin merkezine 30 uL
onceden 95°C’de sitilmig Elution Soliisyon uygulanir ve toplama tiipiiniin kapagi
kapatilarak oda sicakliginda 25 dk beklenir. Maksimum hizda 30 saniye santrifiij
yapilir. Filtreler atilir.

11. Elde edilen total RNA kisa siire i¢in -20°C’de, uzun sire i¢in -80°C’de

saklanir.

3.2.3. TOTAL RNA’NIN SPEKTROFOTOMETRIK ANALIZi

Tez kapsaminda toplanan serum ve doku Orneklerinden izole edilen total
RNA’larn kalite ve miktar tayinleri “NanoDrop IMPLEN P-Class” spektrofotometre
cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Her izolasyon sonrasinda serum Ornekleri igin
“mirVana PARIS Kit” icerisinde yer alan ¢dzme soliisyonu, doku ornekleri igin
“PureLink ™ RNA mini kit” olarak kullanilmistir. Her drnekten 1 ul almarak dlgiim
gerceklestirilmistir.

Total RNA diliisyon oranlari: Tim dokudan elde edilen total RNA 6rnekleri pl

‘de 100 ng olacak sekilde sulandirildi.
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3.2.4. TOTAL RNA’DAN CDNA SENTEZI

Izole edilen total RNA’lardan cDNA sentezi ‘iScript cDNA Synthesis Kit’
kullanilarak yapilmistir. Bir reaksiyon i¢in gerekli bilesen miktarlar1 ve termal dongii

tablo 4 ve 5’de sirasiyla gosterilmistir;

Tablo 4. Bir reaksiyon i¢in gerekli bilesen miktarlari

Bilesen Bir Reaksiyon i¢in Gerekli Miktar

5x “iScript Reaction Mix” 5ul

Ornek (1pg total RNA olacak sekilde) Ornek miktarina gore degiskenlik

gosterir

“Nuclease-free water” Ornek miktarina gore degiskenlik
gosterir

Toplam hacim 20 pl

Tablo 5. Bir reaksiyon icin gerekli termal déngu

Asama Sure Sicakhk
“Priming” 5 dakika 25°C

“Reverse Transcription” | 20 dakika 46°C

“RT Inactivation” 1 dakika 95°C

“Optional Step” Bekleme 4°C
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Serum ornekleri i¢in (sulandirilmadan) 5 pl RNA, 4ul mix, 11 pl su, doku igin
(sulandirilmig 100ng rna 6rnekleri ile) 5 pl RNA, 4ul mix, 11 pl su kullanilmistir.

3.2.5. DAMLACIKLI DIJITAL POLIMERAZ ZINCIiR
REAKSIYONU (ddPZR)
1. Kullanilan her primer i¢in reaksiyon sayisina gore karisim (“mix”) hazirlanir ve
steril PCR tiiplerine dagitilir. Karisim cDNA 6rneklerini igermez. Bir reaksiyon igin

gerekli bilesen miktarlar1 ve termal dongii tablo 6 ve 7’°de sirasiyla gosterilmistir;

Tablo 6: ddPZR i¢in hazirlanan bir reaksiyon igin gerekli “mix” bilesenleri ve

miktarlar1

BILESEN MIKTAR

“OX200™ ddPCR™ EvaGreen® 10 pL

Supermix”

“Forward Primer” 1,6 uL

“Reverse Primer” 0,8 uL

cDNA 06rnegi 2,5 UL

Nikleazsiz su 5,1 uL

TOTAL 20 L

2. Final konsantrasyon 1 ng olacak sekilde cDNA Ornekleri de gerekli
hacimlerde PCR tiplerine eklenir.

3. Her bir primer i¢in cDNA 6rnegi igermeyen “no template control” (NTC)
ornekleri de hazirlanir. cDNA yerine ayn1 miktarda niikleazsiz su kullanilir.

4. PCR tiiplerindeki ornekler 2000 g’de 2 dk santriflj edilir ve iclerinde
baloncuk kalmamasina dikkat edilir.

5. Ornekler (20 pL) 8 kanalli pipet yardimiyla “DG8 cartridge”in “sample”
kuyucuklarma yiiklenir.

6. Ardindan “Droplet Generator Oil” (70 uL) “DG8 cartridge”in “oil”
kuyucuklarma 8 kanall1 pipet ile yuklenir.

7. “Droplet” olusumu i¢in “DG8 cartridge”, “QX200™Droplet Generator”

cihazina yerlestirilir ve cihaz “droplets” kuyucuklarinda “droplet”leri olusturur.
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8. “DG8 cartridge”den “droplet”ler 8 kanalli pipet yardimiyla yavasca

“droplet”leri kirmamaya dikkat edilerek 40 pL alinir ve 96 kuyucuklu “plate”e aktarilir.

9. Bu agama tiim ornekler igin tekrarlanir ve tiim 6rnekler 96 kuyucuklu “plate”e

aktarildiktan sonra “plate”in iizeri folyo ile “PXI™ PCR Plate Sealer” (Bio-Rad)

cihazinda 180°C’de kapatilir.

10. Folyo ile kapatilan 96’1 “plate”, PCR asamasi igin “T700™ Thermal

Cycler” (Bio-Rad) cihazina aktarilir. Termal dongii Tablo 3.5’te gosterilmistir.

11. PCR sirasinda “QuantaSoft” yazilimi kullanilarak orneklerin tanimlayici

ozellikleri, kullanilan “supermix” ve kullanilan yontem bilgileri sisteme girilir.

12. PCR iglemi tamamlandiktan sonra 96’11 “plate” “QX200™ Droplet Reader”

cthazma aktarilir. Cihaz kuyucuklardaki pozitif ve negatif dropletleri okur ve ardindan

sonuclar analiz edilir.

Tablo 7: ddPCR termal dongusd.

Asama Sicakhk Sure Sicakhk Dongii sayisi
degisme siiresi
“Ramp rate”

Enzim 95°C 5 dk 1
aktivasyonu

Denaturasyon 95°C 30 sn 40

Baglanma/Uzama 59°C 1 dk 2°C/sn 40

Sinyal 4°C 5 dk 1

stabilizasyonu 90°C 5 dk 1

Bekleme 4°C 00 1
(opsiyonel)
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Hesaplamalar hazir istatistiksel yazilim SPSS Statistics version 21.0 SPSS ile
yapildi. Kategorik degiskenler say1 ve yiizde (n; %), sayisal degiskenler ortalama
(x) standart sapma (ort£SD) olarak gosterildi. Normal dagilim kontrolu igin
Skewnes-Kurtosis, Histogram, Varyasyon Katsayisi, Detrended, Shapiro-Wilk
testleri kullanildi. Gruplar i¢i ve gruplar arasi bunlara baglh olan iglemleri analiz
etmek igin istatistiksel yontem olarak, normal dagilimli parametrik degerler igin
Student-t testi, normal dagilim olmadiginda nonparametrik degerler i¢in Mann-
Whitney U testi ve Spearman testi kullanildi. P <0.05 istatistiksel olarak 6dnemli
kabul edildi.
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4. BULGULAR

Cahismaya 01/10/2018 ile 01/03/2019 tarihleri arasinda Istanbul Universitesi

Cerrahpasa T1ip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Klinigi Dogum servisine

yatan hastalardan bulgular1 ¢alisma uygun olan 10 hasta ve 10 kontrol grubu

olusturmak tizere 20 saglikli gebe kadin ¢alismaya alindi. 1-10 arasinda olan

grubu kontrol, 10-20 arasinda olan grubu ise hasta grubunu olusturmaktadir.

Tablo 8 ve 9°da kontrol ve hasta grublari i¢in frekans analizi gosterilmistir.

Tablo 8. Serum 6rnekleri i¢in frekans analizi

Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta
serum_c-Jun | serum_c-Jun | serum c-Fos | serum c-Fos | serum FRA2 | serum FRA2
Valid 10 9 9 10 8 8
N Missing 0 1 1 0 2 2
Mean 0,068461727 |0,085842977 |0,027702841 |0,038802371 |0,026087056 |0,041666925
Median 0,037932901 |0,066129032 |0,027173913 |0,018940227 |0,029076087 |0,018592111
Std. Deviation 0,0536598371 | 0,0615286572 | 0,0127717280 | 0,0436666416 | 0,0134146957 | 0,0713506450
Minimum 0,0146739 0,0153527 0,0060465 0,0082251 0,0039535 0,0049862
Maximum 0,1594203 0,1728395 0,0463768 0,1517857 0,0413793 0,2173913
Tablo 9. Doku 6rnekleri icin frekans analizi
Kontrol Hasta Kontrol Hasta Kontrol Hasta
doku c-Jun doku c-Jun doku c-Fos doku c-Fos doku FRA2 doku FRA2
Valid 10 9 10 10 10 10
N Missing 0 1 0 0 0 0
Mean 0,115756268 |0,197404027 |0,019693713 |0,052694839 |0,044529741 |0,062510992
Median 0,113713876 |0,106930693 |0,014071060 |0,045081446 |0,048344401 |0,051750000
Std. Deviation 0,0412250780 | 0,1802658787 | 0,0171410811 | 0,0531579876 | 0,0184291716 | 0,0353130964
Minimum 0,0375810 0,0420208 0,0038521 0,0085714 0,0151786 0,0194059
Maximum 0,1682927 0,5689655 0,0576642 0,1816832 0,0686099 0,1217213
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Parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile yapilan analizler sonucu
serum ve doku orneklerindeki c-Jun, c-Fos ve FRAZ2 genlerinin anlatimi kontrol
grubuna gore her iki hasta grubunda da istatistiksel olarak anlamli bir fark
gostermemistir. Analizi yapilan tiim genlerin anlatim seviyelerindeki kat degisimi

ve p degerleri Tablo 10 *da gosterilmistir.

Tablo 10. c-Jun, c-Fos ve FRAZ2 genlerinin anlatimi, kat degisimi ve p

degerleri
Ornek Gen ad1 Anlatim Kat p degeri
tipi degisimi
c-Jun artan 1.25 0.935
Serum c-Fos artan 1.40 0.414
FRA2 artan 1.57 0.345
c-Jun artan 1.71 1.000
Doku c-Fos artan 2.73 0.112
FRA2 artan 1.40 0.406
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Serum oOrneklerinde rolatif karsilastirma sonucu kontrol grubuna gore hasta

grubundaki c-Jun anlatim seviyesi yaklasik 1.25 kat artmistir.

Sekil 5. Serum c-Jun anlatim seviyesi
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Serum orneklerinde rolatif karsilastrma sonucu kontrol grubuna gére hasta

grubundaki c-Fos anlatim seviyesi yaklasik 1.40 kat artmistir.

Sekil 6. Serum c-Fos anlatim seviyesi
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Serum oOrneklerinde rolatif karsilastirma sonucu kontrol grubuna gore hasta

grubundaki FRA2 anlatim seviyesi yaklagik 1.57 kat artmistir.



Sekil 7. Serum FRAZ2 anlatim seviyesi
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Doku orneklerinde rolatif karsilastirma sonucu kontrol grubuna gore hasta

grubundaki c-Jun anlatim seviyesi yaklasik 1.71 kat artmustir.

Sekil 8. Doku c-Jun anlatim seviyesi
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Doku orneklerinde rolatif karsilastirma sonucu kontrol grubuna gore hasta

grubundaki c-Fos anlatim seviyesi yaklagik 2.73 kat artmustir.

Sekil 9. Doku c-Fos anlatim seviyesi
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Doku orneklerinde rolatif karsilastirma sonucu kontrol grubuna gore hasta

grubundaki FRA2 anlatim seviyesi yaklasik 1.40 kat artmustir.

Sekil 10. Doku FRA2 anlatim seviyesi
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Serum oOrneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genleri i¢in yapilan ROC analizleri
Sekil 11’ de gosterilmistir. C-Jun igin egri altinda kalan alan ( ‘Area Under the
Curve’, AUC) 0,59, c-Fos icin AUC 0,46, FRA2 icin AUC 0,28 olarak

hesaplanmistir. %95 giiven araliginda, hasta grubunda c-Jun, c-Fos ve FRA2 genleri

i¢in istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamuistir.

Sekil 11. Serum 6rneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genleri i¢in yapilan ROC
analizleri
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Doku drneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genleri i¢in yapilan ROC analizleri
Sekil 12° de gosterilmistir. C-Jun icin AUC 0,5, c-Fos i¢in AUC 0,75, FRA2 icin
AUC 0,62 olarak hesaplanmistir. %95 giiven araliginda, hasta grubunda c-Jun, c-Fos

ve FRAZ2 genleri igin istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir.

Sekil 12. Doku orneklerinde c-Jun, c-Fos ve FRA2 genleri i¢in yapilan ROC
analizleri
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5. TARTISMA

Enflamasyon yolaklar1 iizerindeki etkilerinden dolayr AP-1 transkripsiyon
faktoru ailesi iiyelerinin dogum siirecinin baslatilmasinda rolii oldugu diisiiniilmektedir.
AP-1 ailesi Jun ve Fos proteinlerinden olusmaktadir. Bu proteinler kendi aralarinda ve
ya ATF, JDP gibi diger trankripsiyon faktorleri ile birleserek dimerler olustururlar.
Dimerler farkli stimuluslarla olusa bildikleri gibi, farkli dokularda da farkli etkiler
gostermektedirler. AP-1 proteinlerinin karsinogenez, enflamasyon, apoptozis gibi

streclerde gorevi olduklar1 kanitlanmistir.

Yapilan ¢alismada < 37 hafta saglikli gebelere elektif sezaryen yapilamayacagi
ve bundan dolayr miyometrium 6rnegi alinamayacagi i¢cin sadece > 37 hafta gebeler
calisgmaya dahil edildi. Calismaya dahil edilen kontrol grubundaki gebelerin dogum
eylemi baglamamuist1 ve elektif olarak sezaryene alinmiglardi. Bu hastalarda herhangi bir
tan1 konulmus lokal veya sistemik enflamasyon bulgulari, uterin distansiyona neden
olabilecek polihidramniyozis gibi bulgular yoktu. Calisma grubu dogum eylemi
baslamis olan ve maternal (disproporsiyon, agrili miikerrer) veya fetal (fetal distres)
endikasyonlardan dolay1 acil sezaryene alinmis hastalardan olusmaktaydi. Calisma
grubunu olusturan hastalarda da herhangi bir tani konulmus lokal veya sistemik
enflamasyon bulgulari, uterin distansiyona neden olabilecek polihidramniyozis gibi
bulgular yoktu. Calismada AP-1 Uyelerinden c-Jun, c-Fos ve FRA2 proteinlerinin
serum ve miyometrium dokusundaki gen ekpresyonlarina bakildi. Calismaya dahil
edilen hastalarda sezaryen Oncesi periferik vendz kan, sezaryen sirasinda ise
miyometrium 6rnekleri alindi. Bakilan gruplarda hasta sayist az oldugu i¢in degiskenler
normal dagilim gostermiyordu. Hem miyometrium, hem de serum 6rnegi alinmasimdaki
amacimiz ayni degiskenin hem serum hem de miyometrium dokusundaki miktarlarinda

artig olup olmadigmi arastirmakti.

Mitchell ve arkadaslarinin gebe fareler lizerinde yaptiklar1 ¢aligmada 12, 15, 17,
19, 21, 22. giinlerde, dogum siirecinin gergeklestigi 23. giinde ve postpartum 1. giinde

33



miyometrium doku Ornekleri toplandi [83]. Calismada amag¢ AP-1 genlerinin
ekspresyonu ve hormonal regiilasyonunu arastirmakti. Calisma sonucunda c-Fos, FosB,
FRAL, FRA2 ve junB gen ckspresyonu gebeligin erken haftalarinda diisik olmasina
ragmen dogum swrasmnda 5-10 kat artmis olarak saptandi. C-Jun ve JunB gen
ekspresyonu gebelik siresince sabit olarak belirlendi. 20. giinde Progesteron verilmesi
dogum eyleminin baslamasini dnledi ve 23. giinde olmas1 beklenen c-Fos, FosB, FRA1L,
FRAZ2 ve junB gen ekpresyonu artigini bloke etti. 19. giinde Progesteron antogonisti
RUA486 verildiginde c-Fos, FRA1, FRA2, JunB gen ekpreyonunda erken artis saptandi.
Unilateral olarak gebe olan farelerde gebelik olan hornda fetusun biiylmesiyle artan
gerginligin gebelik olmayan hornla kiyaslandiginda c-Fos, FosB, FRA1, FRA2 ve junB

gen ekspresyonunda artisa neden oldugu saptandi.

Shynlova ve arkadaglar1 fare miyometriumunda mekanik gerilmeye bagl c-Fos
proteininin gen ckspresyonunu arastirdilar [84]. Calisma icin taze izole edilmis
miyometrial duz kas hucreleri esnek Kkultr ortami olan kablara yerlestirildi ve
kompiiterize sistem araciligiyla gerilmeye maruz birakildilar. Northern blotting
yontemiyle degerlendirme yapildiginda c-Fos gen ekspresyonunda gerilme
uygulandiktan sonra dramatik artis oldugu saptanmustir ve 30. dakikada pik seviyyeye
ulastigr goriilmiistiir. C-Fos gen ekspresyonu gerilmenin kuvvetine bagli olarak
degisiklik gostermekte idi. 1 dakikalik gerilme uygulanmasinin bile c-Fos gen

ekspresyonunun 30 dakika boyunca induksiyonu i¢in yeterli oldugu goriildii.

Lim ve arkadaslarmimn miad gebe kadinlar Gizerinde yaptiklari ¢alismada dogum
siirecinin c-Fos, FosB, c-Jun, JunB ve JunD proteinlerinin miyometrium dokusundaki
gen ve protein ekspresyonu iizerindeki etkisini arastirdi [85]. Calismada TNF-a ve
bakteri Urtnlerinin (lipopolisakkarit, flagellin) AP-1 proteinlerinin transkripsiyonel
aktivitesi lizerine etkileri de arastirildi. Ekspresyon analizi gRT-PCR (quantitative
Reverse Transcription- Polymerase Chain Reaction) ve Western blotting yontemiyle
yapildi. Calisma sonucunda c-Fos ve JunB mRNA ve protein ekspresyonunda
kaydadeger artig saptandi. FosB mRNA ekspresyonunda kaydadeger artis saptanmasina
ragmen protein ekspresyonunda fark saptanmadi C-jun mRNA ve protein
ekspresyonunda degisiklik saptanmadi. TNF-a verilen grupta AP-1 aktivitesinde
anlamli artis saptandi. Bakteri tirlinleri verilen grupta da artmig AP-1 aktivitesi gortlse

de, istatistiksel olarak anlamli degildi.
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Bethin ve arkadaslarinin insan ve fare uterusunda yaptigi c¢alismada fare
miyometriumunda 19. glnde c-Fos microarray analizi yapildiginda c-Fos gen
ekspresyonu 2.2 kat upregiile olarak saptanmistir [86]. Bu da dogum eyleminde olan
kadinlarin miyometrium Orneklerindeki c-Fos upregiilasyonuna benzer sekilde
olmaktadir. Gebe olmayan uterusda in situ hibridizasyon  yontemiyle
degerlendirildiginde endometriumda c-Fos transkriptleri saptansa da, miyometriumda
saptanamamustir. C-Fos gen ekspresyonu gebe farelerde gebeligin 13.5 ve 16.5
giinlerinde yaklagik olarak ayni degerlerde saptanmustir, gebeligin 19. giliniinden
itibaren azalma gorilmiistiir, ancak fetal membranlarda yiiksek miktarda c-Fos

ekspresyonu goriilmiistiir.

Roh ve arkadaglarmin yaptigi calismada c-Fos gen ekspresyonunun term
gebelikte insan miyometriumunda arttigi gosterilmis, ancak c-Jun ekspresyonu daha
dominant olarak saptanmistir [87]. Geimonen ve arkadaslarinin yaptigi calismada c-Jun
proteininin  fosforile formunun artmus oldugu gorilmistiir [88]. Lappas ve
arkadaslarinin elektif nedenlerle sezaryene aliman dogum eyleminde olmayan term
gebelerde yaptiklar1 ¢alismada serviks internal os Uzerindeki fetal membranlarda c-Jun
fosforile formunun artmis oldugu, fosforile olmayan formunda degisiklik olmadigi

saptanmustir [89].

Dogum eyleminin kendisinin de uterus ve serviksde enflamatuar cevapla iliskili
oldugu i¢cin AP-1 proteinlerindeki artisin nedeni olabilecegi de diistiniilmektedir [90-

92].

Nadeem ve arkadaslarinin gebe fareler {izerinde yaptiklari ¢alismada hem term
gebelikte hem de dogum induksiyonu yapilan olgularda immunoblot yontemiyle AP-1
proteinlerinin niikleer ve sitoplazmik fraksiyonlar1 analiz edildi [93]. Dogum
indiksiyonu icin bakteriyel LPS (lipopolisakkarit) ve anti-progestin olan RU486
(mifepristone) kullanildi. Caligma sonucunda term dogumlarda fare miyometriumunda
c-Jun ve c-Fos proteinlerinin sitoplazmada belirgin olarak arttig1 saptandi, JunB, JunD
ve FRA2 proteinleri ise nukleusda belirgin sekilde upregiile olarak saptandi. Caligmada
term dogum yapan kadinlarda da analiz yapildiginda sitoplazmik Jun ve Fos
proteinlerinde belirgin artis saptanmamustir, niikleer JunD, c-Fos ve FRA2

ekspresyonlarmnda anlamli artis saptanmustir. Insan miyometriumunda niikleer FosB
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belirlenememistir, FRA1 ve JunB diizeyleri azalmis olarak saptanmistir. Induksiyon
yapilan farelerde dogum siirecinde JunD ve FRA2 proteinlerinin niikleer fraksiyonunda

belirgin upregiilasyon saptandi.

AP-1 proteinlerinin erken dogum eyleminin baslatilmasindaki etkisi sadece
hayvanlar iizerindeki ¢aligmalarda gdsterilse de, miadinda sezaryen ile dogum yapan
gebeler iizerinde yapilan az sayidaki ¢alismalarda da bu proteinlerin artmis oldugu
saptanmistir. Bundan dolayr gebe kadinlarda erken dogum eyleminde de AP-1

proteinlerinin rolii oldugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC

AP-1 ailesi proteinlerinin dogum eyleminin baglatilmasinda goérevi oldugu
caligmalarda gosterilmistir. Yapilan az sayida ¢alisma olmasina ragmen AP-1 protein
ailesi Gyelerinin erken dogumun enflamasyon yolaginda katkis1 oldugu bu ¢alismalarin
cogunda gosterilmistir. Belli proteinlerin  ekspresyonunun artmasi, digerlerinin
degismemesinin mekanizmasi tam olarak belli olmasa da, ilerki ¢alismalarda daha net
sonuglar alinacaktir. insan Orneklerinde calismaya dahil edilen hasta sayismm az
olmasinin ¢aligmalarin sonuglarini etkiledigi diistiniilmektedir. Sadece periferik kandan
ornek almnarak erken dogum tehdidi olan ve ya erken dogum i¢in yiliksek riskli
hastalarda hastalarda tam1 koymak ve prognozu belirlemede AP-1 protein ailesi

uyelerinin katkis1 olabilecegini diisiinmekteyiz.
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