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MISSED ABORTUS VE iSTEMLI EVOKUASYON OLGULARININ
ENDOMETRiIUMLARINDA
PROPROTEIN KONVERTAZ DAGILIMI
OZET

Amag: Missed abortus ve istemli gebelik evokuasyonu yapilan olgularin desidua ve plasenta
orneklerinde, bircok hiicresel faaliyette rol oynayan TNF-a (Tiimor Nekroz Faktorii-alfa),
TGF-B2 (Tiimér Biiyiime Faktorii-beta 2), IGF-I (Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii-I), POMC
(Pro-opiyomelanokortin), FOXO3A (Forkhead box O3A) ile proprotein konvertaz ailesi
tiyelerinden PC4 (Proprotein Konvertaz 4), PC6 (Proprotein Konvertaz 6), PC7 (Proprotein
Konvertaz 7) ve FURIN molekiillerinin dagilimlarimi karsilastirarak, missed abortus

etiyolojisindeki etkilerinin arastirilmast amaglandi.

Gerec ve Yontem: Calismaya Celal Bayar Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum
boliimiine basvuran, gebeligin sonlandirilmasi karari1 verilmis missed abortus tanili ve 10
hafta alt1 gebelik evokuasyonu istemi ile bagvuran 10’ar hasta alindi. Her iki hasta grubundan
endometriyal ve plasental doku ornekleri klasik doku takibi yontemi ile bloklandi ve seri
kesitleri alindi. Materyaller iki gruba ayrilarak incelendi. Seri kesitlerin birinci grubuna IHC
uyguland1 ve TNF-0, TGF-B2, IGF-I, POMC, FOXO3A, PC4, PC6, PC7 ve FURIN primer
antikorlar1 ile immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi. Boyanan hiicre sayis1 H-Skor
teknigi ile hesaplandi. Seri kesitlerin ikinci grubundan mRNA elde edildi ve PCSK4, PCSKS,
PCSK7, FURIN ve ACTB (AB applied biosystems Tagman Gene Expression Assays)
primerleri kullanilarak RT-PCR ile gen ekspresyon diizeylerine bakildi.

Bulgular: Missed abortus grubunda ortalama yas 28.7 (18- 41) iken istemli evokuasyon
grubunda ortalama yas 27.5 (21-37)’ dir. Obstetrik 6zge¢mis bakimindan her iki grup arasinda
anlamli fark bulunamadi. Histokimyasal incelemede missed abortus grubunda desidual
hiicrelerin daha iri oldugu ve sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuol bulundugu gozlendi.
Immunohistokimyasal incelemelerde missed abortus grubuna ait desidual hiicrelerde FURIN,
PC4, IGF-I, POMC ve FOXO3A immunoreaktivitelerinin kontrol grubuna kiyasla artmis
oldugu ve immunoreaktiviteleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
(p<0,005) bulundugu tespit edildi. Plasenta Orneklerinin degerlendirilmesinde ise TNF-a,
TGF-B, IGF-I ve POMC immunoreaktivitelerinin missed abortus grubunda hem

sinsityotrofoblast hem de sitotrofoblast hiicrelerinde arttig1 gozlendi ve aralarinda anlaml fark
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(p<0,005) bulundu. Ayrica PC4, PC6, FOXO3A ve FURIN’in missed abortusta yalnizca
sinsityotrofoblastik hiicrelerde arttigi ve aralarinda anlamli fark (p<0,005) bulundugu

saptandi. PC7’nin ise her iki grupta benzer siddette eksprese oldugu gozlendi.

Sonug¢: Bu calismada, missed abortus olgularina ait desidua ve plasenta 6rneklerinde hiicre
proliferasyonu, invazyonu, migrasyonu, farklilasmasi ve sag kaliminda rol oynayan TNF-a,
TGF-B, IGF-I, FOXO3A faktorlerinin artist ve bu faktorlerin Onciil formlarinin
posttranslasyonel modifikasyon yolu ile aktif formuna doniismesinde rol oynayan POMC,
PC4, PC6 ve FURIN artis1 ile paralellik gostermesi, bu faktdrlerin fetal yasam son buldugu

halde diisiigiin gerceklesmesini engelledigini diislindiirdii.

Anahtar Kelimeler: Missed abortus, proprotein konvertaz, POMC, FOXO3A, TNF-a, TGF-
B, IGF-1, PC4, PC6, PC7, FURIN
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DISTRIBUTION OF PROPROTEIN CONVERTASES

IN ENDOMETRIUM OF MISSED ABORTION AND VOLUNTARY FIRST
TRIMESTER EVACUATION CASES

ABSTRACT

Aim: In this study, we have compared distribution of TNF-o (Tumour Necrosis Factor-alfa),
TGF-B2 (Tumour Growth Factor-beta 2), IGF-I (Insulin-like Growth Factor-1), POMC (Pro-
opiomelanocortin), FOXO3A (Forkhead box O3A) and members of proprotein convertase
family; PC4 (Proprotein Convertase 4), PC6 (Proprotein Convertase 6), PC7 (Proprotein
Convertase 7) and FURIN molecules that have lots of cellular functions, in desidua and
placenta samples of missed abortion and voluntary evacuation cases to investigate the effects

in the etiology of missed abortion.

Materials and Methods: Decidual materials were collected from patients that are diagnosed
missed abortion (n=10) and legal voluntary evacuation cases (n=10) under 10 gestastational
week. Endometrial and placental tissue samples were blocked by tissue processing and taken
serial sections from each sample. Materials were divided into two groups for examination.
TNF-a, TGF-B2, IGF-I, POMC, FOXO3A, PC4, PC6, PC7 and FURIN primary antibodies
were performed by immunohistochemical staining to first group of serial sections. The
number of stained cells was calculated using H-Score technique. Also mRNA nucleic acids
were acquired from the second group of serial sections and gene expression levels of PCSK4,
PCSKS5, PCSK7, FURIN and ACTB (AB applied biosystems Tagman Gene Expression
Assays primers) were performed by using RT-PCR.

Results: Missed abortion group mean age was 28.7 (18- 41) and control group mean age was
27.5 (21-37). There is no significant difference between the two groups in terms of obstetric
history. In histochemical examination, at missed abortion group larger decidua cells with lots
of vacuoles viewed. In immunohistochemical examination at decidual cells of missed abortion
group; FURIN, PC4, IGF-I, POMC and FOXO3A immunoreactivities were detected higher
then control group. Between the two groups significantly (p <0.005) difference was found in
terms of FURIN, PC4, IGF-I, POMC and FOXO3A immunoreactivities. Detection of
placental cells, the immunoreactivities of TNF-a, TGF-f, IGF-I and POMC were found
higher both syncytiotrophoblast and cytotrophoblast cells of missed abortus group and
significantly difference (p<0,005) were determined between two groups. Also high
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immunoreactivities of PC4, PC6, FOXO3A and FURIN molecules were established only in
syncytiotrophoblastic cells of missed abortus group and significantly difference (p<0,005)
were determined between two groups. As for that PC7 was observed similarly into the two

groups.

Conclusion: In this study, it is concluded that increment of TNF-a, TGF-B, IGF-I, FOXO3A
factors which play important roles in proliferation, invasion, migrasion, differentiation and
survival of cells in the decidua and placenta samples, and paralleling increment of POMC,
PC4, PC6 and FURIN which have roles to translate these factors into active forms from
precursors via posttranslational modifications, reason of proceeding decidualization,

placentation and preventing from abortion in spite of concluding the fetal life.

Key words: Missed abortion, proprotein convertase, POMC, FOXO3A, TNF-a, TGF-B, IGF-
I, PC4, PC6, PC7, FURIN
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SIMGELER VE KISALTMALAR DIiZiNi

PR A Progesteron Tip A Reseptorii

PR B Progesteron Tip B Reseptorii

EVT Ekstravilloz Trofoblast Hiicreleri

TGF-p Doniistiirticti Bliyiime Faktorii-f (Transforming Growth Factor-f3)

LIF Losemi Inhibitdr Faktor (Leukemia Inhibitory Factor)

SMC/Muc 4 Sialomusin Kompleksi

IGF Insiilin-benzeri Biiyiime Faktérii (Insulin-like Growth Factor)

IGFBP Insiilin-benzeri Biiyiime Faktérii Baglayici Protein (Insulin-like Growth
Factor Binding Protein)

IGF-IR Insiilin-benzeri Biiyiime Faktorii-1 Reseptorii (Insulin-like Growth Factor-I
Receptor)

TNF-oa, Tiimor Nekroz Faktorii-o (Tumour Necrosis Factor-a

IL-1 Interldkin-I

IL-Ira Interlokin-I Reseptor Antagonisti

IL-IRT1 Interldkin-I Reseptdr Tip 1

IL-IR T2 Interl8kin-I Reseptor Tip 2

MMP Matriks Metalloproteinaz

CSF-1 Koloni Stimiile Edici Faktor-1 (Colony Stimulating Factor-I)

EGF Epidermal Biiyltime Faktorii (Epidermal Growth Factor)

TGF-a Tiimor Biiyiime Faktorii-o (Tumour Growth Factor-o)

ErbB Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

EGFR/ ErbB- Epidermal Biiyiime Faktorii Reseptorii

HER2/ ErbB- Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii

HER3/ ErbB- Epidermal Biiyliime Faktorii Reseptorii

HER4/ ErbB- Epidermal Biiylime Faktorii Reseptorii

MUC-1 Musin-1

EPF Erken Gebelik Faktorii (Early Pregnancy Factor)



PIF Preimplantasyon Faktorii (Preimplantation Factor)

PAF Platelet Aktive Edici Faktor (Platelet Activating Factor)

IFN-y Interferon-y

hCG Insan Koryonik Gonadotrofin (Human Chorionic Gonadotrophin)
PG Prostaglandin

PGI, Prostasiklin I,

PGE, Prostaglandin E,

PGF;, Prostaglandin F,,

ESM Ekstraselliiler Matriks

uNK Uterin Natural Oldiiriicii Hiicre (Uterine Natural Killer Cells)
HLA Insan Lékosit Antijen (Human Leukocyte Antigen)

ESC Endometriyal Stromal Hiicreler (Endometrial Stromal Cells)
IL-11 Interldkin-11

IVF In Vitro Fertilizasyon

PTM Posttranslasyonel Modifikasyon

PC Proprotein Konvertaz (Proprotein Convertase)

PACE Ikili temel amino asit + klavaj edici enzim (Paired Basic Amino Acid +

Cleaving Enzyme)

LPC Lenfoma Proprotein Konvertaz

SKI-1/S1P Subtilizin/Keksin Izoenzim 1/Site-1 Proteaz

PCSK 9 Proprotein Konvertaz Subtilizin/Keksin 9

R Arjinin

K Lizin

C Sistein

TGN Trans-Golgi Ag1 (Trans-Golgi Network)

Kex2p Maya Konvertaz Keksini (Yeast Convertase Kexin)

Pro-K1 Oldiirii Toksin Onciilii (Pro-killer Toxin)

RT-PCR Gergek-Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Real-Time Polimerase Chain
Reaction)
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1. GIRIS

Gebeligin, fetusun hayatta kalmaya yetecek kadar gelismesinden 6nce herhangi bir yolla
sonlanmasina veya agirligt 500 gr’dan az olan fetusun dogurtulmasina abortus (diisiik) adi
verilmektedir. 1977°de Diinya Saglik Teskilati’'nin (World Health Organization) (WHO)
gebelik lriiniiniin agirhigr ve gebelik siirecini kriter alarak getirdigi tanima gore ise; 20.
gebelik haftasindan 6nce, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus ve eklerinin, tamaminin

ya da bir kisminin uterus kavitesi digina atilmasi olayina abortus denilmektedir (1).

Spontan abortuslarin ¢ogu embriyonun Oliimiinden sonraki bir-li¢ hafta arasinda
gerceklesir. Baslangigta desidua bazaliste kanama meydana gelir ve implantasyon yerinde
inflamasyon ve nekroz olusur. Abortus nedeniyle olan vajinal kanamalar birinci ve ikinci
trimesterde olan kanamalar arasinda ilk sirada yer almaktadir. Abortuslar kanama yapmasi

disinda neden oldugu obstetrik komplikasyonlar sebebiyle de 6nemli bir patolojidir (2).

Missed abortus; fetusun uzun siiredir O6lmiis oldugu halde uterus kavitesi disina
atilmamasi, inutero olarak kalmasi olarak tanimlanir. Intrauterin fetal viabilite kaybinin
oldugu ancak diger abortus tiplerinde goriilen kanama, servikal dilatasyon gibi bulgularin
olmadig1 durumdur. Olii fetusun atilmama nedeni kesin olarak bilinmemektedir. Giiniimiizde
ultrasonografinin yaygin kullanimiyla ve B-hCG’nin yiikselmediginin saptanmasiyla hastalara
missed abortus tanis1 kolayca konulabilmektedir. Etiyopatogenezi tam olarak aydinlatilmamis
olan missed abortuslarin olusum mekanizmalari i¢in, diger abortus tiplerinde oldugu gibi,
kromozom anomalileri, enfeksiyonlar, immunolojik faktorler, endokrin bozukluklar, ilag
kullanim1 ve ¢evresel faktorler sayilabilir. Missed abortusta etiyoloji tam olarak belirgin
olmamasina ragmen, son yillarda yapilan ¢aligsmalarda, hiicre proliferasyonu ve invazyonu ile

embriyonik gelisim arasindaki yakin iliskiden s6z edilmektedir (3).

Embriyonun implantasyonu, bir¢ok tiirde iiremenin en kritik basamagi olarak kabul edilir.
Implantasyon, biiyiiyen fetus ile maternal sirkiilasyon arasindaki iliskiyi saglayacak olan
plasentay1 olusturacak sekilde, maternal endometriyal yiizeye blastokistin tamamen
baglanmasini saglayan temel biyolojik olaydir (4,5). Bagarili implantasyon, reseptif bir
endometriyum ile blastokistin gelisim asamasinda, maternal ve embriyonik doku arasinda

senkronize diyaloga sahip normal ve fonksiyonel bir embriyo gerektirir (6,7).

Gebeligin devam etmesi i¢in plasentasyonun ve desidualizasyonun ger¢eklesmesi ve

devam etmesi gerekmektedir. Erken feto-maternal iligkiyi saglayan, ovaryan hormonlarin
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etkisi altinda ¢ok sayida aract molekiil tanimlanmistir. Bu molekiiller; adezyon molekiilleri,
sitokinler, biiyiime faktorleri, lipidler gibi birgok molekiilleri igermektedir. Implantasyon,
gebeligin basaris1 i¢in gerekli olan bir seri kompleks sinyal olaylarini igerir (6,8). TGF-f,
IGF-I, TNF-a, POMC, FOXO3A gebeligin devamliliginda énemli rol oynayan molekiillerdir.

TGF- B, biiylime faktorleri ailesinin bir iiyesi olup, hiicre proliferasyonu, farklilagmasi,
apoptozisi ve doku sekillenmesi ile iligkilidir (9). TGF- B siiperailesi iiyeleri endometriyumda
fazla miktarda eksprese edilmektedir. Hamileligin olusumu, desidualizasyon, proliferasyon ve
menstruasyonu igeren hiicresel olaylarin diizenlenmesinde rol oynamaktadir (10). IGF-I
sistemi, endometriyal proliferasyon, farklilasma ve embriyo-endometriyum etkilesiminde
onemli rol oynamaktadir (11). IGF-I ve IGF-II ¢ok gii¢clii mitojenik ve differansiyasyon etkiye
sahip biiytime faktorleridirler (12).

TNF-0, ilireme organlari, preimplantasyon embriyolar1 ve endometriyum gibi cesitli
dokularda eksprese olan c¢ok yonlii sitokinlerdendir. Endometriyumda fibroblastlar,
immunkomponent hiicreler, glandular epitelyal hiicreler ve vaskiiler hiicreler gibi TNF-a

eksprese eden ¢esitli hiicre tipleri mevcuttur (13).

Adrenokortikotrofin (ACTH) prekiirsorii olan pro-opiyomelanokortin (POMC) ilk olarak
hipofizin 6n ve ara lobunda tespit edilmesine ragmen deri, merkezi sinir dokusu ve plasentay1

iceren bir dizi dokuda eksprese edilmektedir (14).

FOXO3A (forkhead box, class O, 3a) esas olarak hematopoetik hiicrelerde eksprese olan
bir transkripsiyon faktoriidiir (15). Forkhead transkripsiyon faktorlerinin FoxO ailesi; stres
direnci, metabolizma, hiicre-siklus arresti, hiicre sag kalimi1 ve apoptozisi igeren hedef

genlerin up-regiilasyonu ile tiimdr siipresyonu ve uzun yasam i¢in dnemli rol oynar (16).

Yapilan calismalarda; insanda yaklasik 20,500 adet protein kodlayan gen oldugu
gosterilmistir. Genoma uygun sentezlenen proteinler, posttranslasyonel modifikasyon (PTM)
olarak ifade edilen bir mekanizma ile degistirilerek proteinlerin ¢esitliligini ve etkilerini
artirmaktadirlar. Proteinlerin veya peptitlerin PTM’u; spesifik enzimatik basamaklar veya
yolaklar araciligiyla gerceklesmektedir. Yaygin olarak goriilen diger bir geri doniisiimsiiz
mekanizma olan proteoliz yolu ile de birden ¢ok iiriin elde edilebilir. Protein ya da peptit
iriinleri bir ya da birden fazla proteaz ile kesilerek son biyoaktif formlarima modifiye
olabilirler (17). Bu proteolitik enzim sinifindan biri de proprotein konvertaz’lardir ve 9

tiyeden olusmaktadir. Bunlar; PC1/3, PC2, FURIN, PC4, PC5, PC6 (PACE4; PC5/6), PC7



(PC7/LPC8/lenfoma proprotein konvertaz), SKI-1/S1P, PCSK 9’dur (18). Proprotein
konvertazlar embriyogenezis, sindirim, homeostazis, immiin cevap, doku yenilenmesi, hiicre

aktivasyonu ve apoptozisi igeren bir¢ok fizyolojik islemde rol oynamaktadir (19).

Calismamizda; missed abortus ve istemli gebelik evokuasyonu yapilan olgularin
endometriyum ve plasenta doku 6rneklerinde; hiicre farklilasmasi, invazyonu, proliferasyonu
gibi bircok 6nemli role sahip olan TNF-a, TGF-f2, IGF-I, POMC, FOXO3A ve bu
molekiillerin aktif forma doniismesini sagladig1 diisiinilen PC4, PC6, PC7 ve FURIN
proprotein konvertazlarinin dagilimlar1 karsilastirildi. Boylece bu molekiillerin missed abortus
etiyolojisindeki olasi roliinii ortaya koyarak, gebeligin devamliliginin saglanmast ve missed

abortus gelisimini 6nleme konusundaki ¢alismalara yol gdsterici olmasi amaclandi.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Uterus

Insan uterusu; pelvikste mesane ve rektum arasinda yerlesmis, liimeni olan, armut
seklinde bir organdir. Nulipar bir kadinda, agirlig1 30-40 gr, uzunlugu 7,5 cm, genisligi 5 cm
ve kalinlig1 ise 2,5 cm civarindadir. Diiz sekilli olan liimeni uterin tiipler ve vajina ile devam
eder. Uterin tliplerde meydana gelen fertilizasyondan sonra, blastokistin implantasyonunun
gerceklestigi yerdir. Implantasyondan sonra doguma kadar uterus; fetusun gelisimi,
beslenmesi ve korunmasini saglar. Anatomik olarak, korpus ya da govde ve serviks olmak
iizere 2 bolgeye ayrilirken, histolojik olarak 3 tabakaya ayrilir. Tabakalar, limenden disa
dogru sirastyla su sekildedir (20) (Sekil: 2.1.1).
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Sekil 2.1.1.: Uterusun sematik gosterimi.

Endometriyum, uterusun mukozasidir, en igte yer alir ve implantasyona hazirlik amaci ile
her ay siklik degisiklikler gosterir. Insanda siklik degisiklikler 28 giinde tamamlanirken,
siklusun ortalarinda (14. Giin) ovulasyon gerceklesir, bundan 4-5 giin sonra implantasyon
gerceklesir ve siklus durur, endometriyumdan ve embriyodan salinan ¢ok sayida mediyator

gebelik boyunca endometriyumun biiyiiyiip, farklilagsmasina sebep olur (6,7).



Miyometriyum, kalin bir kas tabakas1 olup, uterin tiip ve vajinanin kas tabakasiyla devam
eder. Ic, orta ve dis olmak iizere 3 kas tabakasindan olusmaktadir. i¢ ve dis tabakada
uzunlamasina ya da oblik seyirli kas lifleri bulunur. Vaskiiler tabaka (orta tabaka) kalindir ve
sirkiiler seyirli kas lifleri ile ¢ok miktarda kan damari igerir. Normalde miyometriyumu
olusturan diiz kas hiicreleri 50 pm. uzunlugunda iken, gebelikte bu hiicreler hipertrofiye ve
hiperplaziye ugrar ve 500 pm. uzunluga kadar erisebilirler. Gebelik sirasinda fibriller ve bag

dokusu miktar1 artarken, sonrasinda uterus genellikle orjinal 6l¢iilerine doner (8,20).

Perimetriyum, uterusu disaridan saran, bag dokusu tarafindan desteklenen, kan
damarindan zengin, tek sirali mezotelyal hiicrelerden olusan ser6z tabakadir. Mezotelyumun

altinda, belirgin bir elastik doku tabakas1 mevcuttur (8,10).
2.2. Menstrual Siklus

Reprodiiktif yasam boyunca, endometriyum, embriyo implantasyonu ve sonrasinda
embriyonik ve fetal gelisime hazirlanmak i¢in her ay siklik degisiklikler gdsterir. Siklus
boyunca, ovaryan follikiillerin maturasyonu ile es zamanli olarak endometriyumun sekretuvar
aktivitesinde degisiklikler meydana gelir. Her siklusun sonu endometriyumun kismi
bozulmasi ve mukozal damarlardan kanamanin gergeklesmesi ile karakterizedir. Doku ve
kanin vajinadan bosaltilmas1 3—5 giin siirer ve bu siirece menstruasyon veya menstrual siklus

ad1 verilir (20) (Sekil 2.2.1.).

Endometriyum, reprodiiktif yasam boyunca, yapisal ve fonksiyonel olarak farklilik
gosteren 2 tabaka icerir. Bunlar; menstruasyonda atilan ve endometriyumun kalin kismi olan
fonksiyonel tabaka (stratum fonksiyonalis) ile menstruasyon boyunca tutulan ve fonksiyonal

tabakanin yenilenmesi i¢in kaynak olusturan bazal tabaka (stratum bazalis) dir (6,7).

Menstrual siklusun fazlar1 boyunca, endometriyum kalinligt 1 mm’den 6 mm’ye kadar
degisiklik gosterir. Endometriyum, sekretuvar ve silli hiicrelerden olusan basit prizmatik
epitel ile cevrilidir. Yiizey epiteli lamina propriya igerisine invajine olur ve endometriyal
stroma uterin bezleri meydana getirir. Daha az miktarda silli hiicre iceren bu basit tiibiiler

bezler, endometriyumun daha derinine dogru dallanma gosterirler (6,8,20).

Uterin arterinden dallanan 6-10 kadar arkuat arter miyometriyumda anastomozlagirlar.
Radiyal arter olarak adlandirilan bu arterlerin dallari, endometriyumun bazal tabakasina

girerek buray1 besleyen kiigiik diiz dallar verirler. Radiyal arterin yukariya dogru devam eden



ana dali kivriml bir hale gelir ve spiral arter adini alir. Spiral arterlerin arteriyolleri ile olusan

segmentlere lakuna ismi verilir. Diiz arterler ile spiral arterlerin proksimal kismi menstrual

siklus boyunca degisiklik gostermezken, spiral arterlerin distal kismi Ostrojen ve progesteron

etkisiyle her siklusta yikim ve yenilenmeye maruz kalirlar (20).
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Sekil 2.2.1.: Menstrual siklusun sematik gosterimi (21)

Menstrual siklus, ayn1 zamanda ovaryumdaki steroid sekresyonunu diizenleyen hipofizin

pars distalisinden salgilanan gonadotropinler tarafindan kontrol edilir (20).

Menstrual siklus 4 fazdan olugmaktadir (6,7);

1.

2
3.
4

Menstrual faz
Proliferatif faz (Folikiiler evre)
Sekretuvar faz (Progestasyonel evre)

Iskemik faz



1. Menstrual Faz: Siklusun 1-5 giinleri arasindaki dénemdir. Bu doénemde

endometriyumun fonksiyonal tabakasi iskemi olur ve bu tabaka nekroz sonucu yikilir
ve atilir. Buna karsilik, endometriyumun bazal tabakasinda beslenme bozulmadig1 i¢in

dokiilme olmaz ve bu bolgeden endometriyumun yenilenmesi gerceklesir (22).

. Proliferatif Faz: 5-14. giinler arasin1 kapsayan bu fazda, bazal bolgedeki hiicrelerde
hizla proliferasyon gozlenir ve menstrual siklus sirasinda dokiilen epitel ve altindaki
bag dokusu hizla yenilenir. Proliferasyonun yanisira bu donemde ortaya ¢ikan yeni
dokularin beslenmesini saglamak ic¢in anjiyogenezis aktiftir, 6te yandan apoptotik
faktorler baskilanmustir. Siklusun bu fazi sirasinda endometriyal dokunun yeterli
sekilde gelisimi, sekretuvar faz endometriyumu sirasinda implantasyon i¢in dokunun
maturasyonunun senkronizasyonu agisindan Onemlidir. Bu fazda artan Ostrojen
hiicrelerin proliferasyonunu uyarir ve dokiilen endometriyumun fonksiyonel tabakasi

yenilenir (22).

. Sekretuvar Faz: Bezlerin gelistigi, endometriyumun implantasyona hazirlandigi bu
faz siklusun 14-27. giinlerini kapsar. Menstrual siklusun ikinci yarisinda,
proliferasyonu baskilayan ve hiicre farklilasmasini uyaran progesteron Onemli rol
oynar. Progesteron, Tip A (PR A) ve Tip B (PR B) reseptorleri araciligiyla fonksiyon
gostermektedir. PR A, PR B icin baskilayici1 olarak da islev gérmektedir. PR B
glandular hiicrelerde azalirken, stromadaki miktarinda 6nemli degisiklik olmaz.
Bundan dolay1 implantasyon doneminde progesteronun etkisi stromal kompartmanda
PR B araciligr ile olmaktadir (23). Ostrojenin etkisiyle gelismis olan bezler,
progesteronun etkisiyle, implantasyondan 6nce embriyonun en biiyiik besin kaynagi
olan glikoproteinleri salgilar. Bezler fazlastyla kivrintili, spiral bir hale gelir ve epitel
hiicreleri nukleuslarinin altinda glikojen depolanmaya baglar. Daha sonra glikojen
miktarinda diisme olur. Glikoprotein salgi iirlinleri, bezlerin liimenini genisletir. Bu
fazda endometriyum, salgi iirlinlerinin birikmesi ve stromadaki 6demin bir sonucu
olarak maksimum kalinliga (5 mm) ulasir. Sekretuvar faz sirasinda mitoz boliinmelere
nadir olarak rastlanir. Spiral arterlerin uzamas: ve kivrilmast devam ederken,
miyometriyumun diiz kas hiicre kontraksiyonu, embriyonun implantasyonunun

tehlikeye girmemesi i¢gin progesteron tarafindan inhibe edilir (22).

Ostrojen ve progesteronun ardarda yarattig1 etkiyle, stromal hiicreler, glikojenden

zengin, genis, soluk renkli desidual hiicrelere doniisiirler. Blastokist implantasyonu bu
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doniistimii uyarir. Bu hiicrelerin fonksiyonlar1 kesin olarak bilinmemesine ragmen,
embriyonun beslenmesi i¢in gerekli besin ortamini sagladiklar1 ve gebeligin sonunda
plasentanin uterus duvarindan ayrilmasi icin 6zel bir tabaka olusturduklar agiktir

(20,23).

4. iskemik Faz: Siklusun 27-28. giinlerini kapsar. Sekresyon fazinin sonunda
progesteron seviyesi diiger, endometriyumda spiral arterlerde kontraksiyon olusur,

bezler salgilama yapamaz, endometriyum biiziiliir ve iskemi gergeklesir (24).
2.3. implantasyon

Erkek tireme hiicresi olan spermatozoon ile disi iireme hiicresi olan oositin birleserek
zigotu olusturmasina fertilizasyon denir (25). Fertilize insan ovumu uterin mukozaya gomiilii
hale gelmek igin, uterin tiipten uterin kaviteye dogru gegerken bir seri degisiklige ugrar.
Zigot, hiicre bliylimesi olmaksizin bir seri mitoz bdliinmeyi takiben yariklanir. Embriyo
baslangigta, oogenezis boyunca ovumun sitoplazmasinda biriken maternal makromolekiillerin
kontrolii altindadir. Daha sonra gelisim, cesitli biiylime faktorleri, hiicre baglanti bilesenleri,
ve blastokistin normal gelisiminde rol oynayan diger makromolekiilleri kodlayan embriyonik

genom aktivasyonuna bagli olarak devam eder (4,5,6).

Zigot bir seri mitotik boliinme sonucunda, dut goriiniimiinii alir ve morula olarak
isimlendirilir, hiicreler ise blastomer adini1 alirlar. Fertilizasyondan sonraki 3. giin boyunca 12-
16 hiicreli hale gelen ve hala zona pellusida ile sarili olan morula, uterin kaviteye girer.
Yaklagik bir glin boyunca morula, uterusta serbest halde durur ve hiicre boliinmesine,
gelismeye devam eder. Erken embriyo, merkezinde hiicre kitlesi yerlesmis, ici bos bir kiire
olan blastokisti meydana getirir. Bu i¢ hiicre kitlesi (inner cell mass) embriyonun dokularini
meydana getirirken, hiicrelerin etrafin1 saran tabaka, dis hiicre kitlesi (outer cell mass), ise
trofoblast ve sonrasinda plasentayr meydana getirir. 1-2 giin sonunda zona pellusida kaybolur

ve dis hiicre kitlesi trofoblast, i¢ hiicre kitlesi ise embriyoblast olarak isimlendirilir (4,5,20).

Blastokistin endometriyal epitelyuma tutunmasina implantasyon, bu kisa periyoda ise

implantasyon penceresi denilmektedir (20) (Sekil 2.3.1.).

Embriyonun implantasyonu, bir¢ok tiirde tiremenin en kritik basamagi olarak kabul edilir.

Implantasyon, biiyiiyen fetus ile maternal sirkiilasyon arasindaki iliskiyi saglayacak olan



plasentayr olusturacak sekilde, maternal endometriyal yilizeye blastokistin tamamen

baglanmasini saglayan temel biyolojik olaydir (4,5).

Basarili implantasyon, reseptif bir endometriyum ile blastokistin gelisim asamasinda,
maternal ve embriyonik doku arasinda senkronize diyaloga sahip normal ve fonksiyonel bir
embriyo gerektirir (6,7).

Implantasyon islemi 3 basamakta siniflandirilabilinir (26), bunlar:

1. Apozisyon

2. Adezyon

3. Invazyon

Blastokist, uterus sekresyonlarinda 1-3 giin kaldiktan sonra implantasyon siirecinin ilk
basamagi olan apozisyona hazirlanir. Apozisyon terimi fertilizasyon sonrasi blastokistin
uterusa ulasarak implante olacagi uygun yeri se¢mesi ile karakterizedir. Blastokistin uterin

luminal epitelyuma tutunmasidir (27).
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Sekil 2.3.1.: Implantasyonun sematik gosterimi.

Adezyon terimi, uterusta bulunan blastokistin endometriyum sekretuvar fazina denk diisen
donemde epitel ylizeyine tutunmasi anlamini tagir. Adezyon asamasi gebelikte belki de en
onemli asamadir. Bu donemde adezyon molekiillerinin 6nemli rol oynadigi bilinmektedir
(27). Bu molekiiller; Kaderinler, Selektinler, Ig siiper ailesi ve Integrinler olmak iizere 4 ana
grupta toplanirlar. Desidualize endometriyum ve erken embriyo; ekstraselliiler matriks
komponentlerini, 6zellikle de laminin ve fibronektini eksprese ederler ki bunlar adezyon

molekiilleri araciligiyla hiicre adezyonunu saglarlar (28).
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Invazyon terimi, embriyonun endometriyal bag dokusuna bazal membrani yok ederek
penetre olmasidir. Ovulasyondan 8 giin sonra proteolitik islemler sonrasi gelisir. Trofoblastlar
maternal kan damarlarina penetre olurlar. Implantasyon bolgesindeki trofoblastlar,
sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlar1 olusturarak maternal damarlar1 invaze ederler. Spiral

arterlerin duvarlar1 destriikte edilerek siniizoidal keseler olusur (28).

Ekstravilloz trofoblast hiicreleri (EVT) ile uterin dokusuna invazyon insanda basarili bir
gebeligin olugsmasi i¢cin 6nemlidir. EVT invazyonu siki diizenlenmis, biiyltime faktorleri ve
sitokinleri igeren bir seri faktor tarafindan kontrol edilir ancak bu diizenlenmenin altinda

yatan mekanizmalar tam olarak ¢éziilememistir (29).

Implantasyon, gebeligin basarisi icin gerekli olan bir seri kompleks sinyal olaylarim igerir.
Erken feto-maternal iliskiyi saglayan, ovaryan hormonlarin etkisi altinda ¢ok sayida aract
molekiil tanimlanmistir. Bu molekiiller; adezyon molekiilleri, sitokinler, biiyiime faktorleri,
lipidler gibi bir¢ok molekiil icerir (6,8). Baslica endometriyumdan salinan ve embriyodan

salianlar olmak iizere iki boliimde incelenmektedir.
2.3.1. Endometriyumdan Salinan Sinyaller
2.3.1.1. Doniistiiriicii Biiyiime Faktorii — p (Transforming Growth Factor—p, TGF-§)

TGF- B, biiylime faktorleri ailesinin bir iiyesi olup hiicre proliferasyonu, farklilasmasi,
apoptozisi ve doku sekillenmesi ile iliskilidir (9). TGF- B siiperailesi liyeleri endometriyumda
fazla miktarda eksprese edilmektedir. Hamileligin olusumu, desidualizasyon, proliferasyon ve
menstruasyonu iceren hiicresel olaylarin diizenlenmesinde rolii vardir (10). TGFlerin immun
baskilayict olduklar1 ve LIF/IL-6 yolaklarini etkileyerek (30,31) in vitro olarak kiiltiire
edilmis insan endometriyal hiicrelerinin bi¢imlenmesinde rol oynadiklart bilinmektedir.
Ayrica TGF-B1 ve nadiren TGF-B2 veya TGF-B3 fare blastokistinin gelismesinde rol
oynamaktadir (31,32). Ayn1 zamanda TGF-f larin hormonal diizenlenme altinda anti-adheziv
bir glikoprotein olan “sialomusin”i ve bdylece sialomusin kompleksini (SMC/Muc4)
baskiladig1, dolayisiyla implantasyon i¢in uygun ortami hazirladigi da ileri siiriilmektedir

(31,33). Bu yiizden, TGF-p ailesi iiyeleri implantasyonda olduk¢a 6nemli yer tutarlar (31).
2.3.1.2. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (Insulin-like Growth Factor, IGF)

IGF sistemi IGF-I ve IGF-II, hiicre membran reseptorleri ve 6 cesit IGF baglayici

proteinden olusmaktadir. IGF’in faaliyeti, insiilin-benzeri biiylime faktdr baglayici protein
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(IGFBP) reseptorleri ile diizenlenmektedir. IGF-I sistemi, endometriyal proliferasyon,

farklilasma ve embriyo-endometriyum etkilesiminde énemli rol oynamaktadir (11).

Steroid hormonlarin uterusa etkilerinin IGFler tarafindan diizenlenen otokrin ve parakrin
etkiler tarafindan saglandigi bilinmektedir. IGF-I, insiilin-benzeri peptitlerin bir {iyesidir. IGF-
I ve IGF-II ¢ok giiglii mitojenik ve differansiyasyon etkiye sahip biiyime faktorleridirler.
IGF-I’in uterustaki ekspresyonunun Ostrojen tarafindan diizenlendigi bilinmektedir (12).
Gegmis yillarda yapilan ¢aligmalarda Ostrojenin, uterin epitelindeki mitojenik etkisinin,
agirlikl olarak stromada tiretilen IGF-I’in parakrin etkisine bagli olabilecegi ileri siiriilmiistiir
(34). Ayrica yapilan ¢aligsmalar, gebelik boyunca maternal veya fetal doku tarafindan tiretilen
IGFlerin hem uterin hem de plasental/fetal biiylimeyi ve gelismeyi etkiledigini gostermektedir

(35).

IGF-I ve reseptoriiniin mitogenezis ve tiimdr olusumunda anahtar role sahip oldugu
bildirilmistir. Fonksiyonel bir IGF-I reseptorii (IGF-IR)’niin hiicre biiylimesi i¢in gerekli
oldugu, in vivo ve in vitro kosullarda doniigsmiis hiicrelerin hayatta kalabilmesi i¢in onemli
role sahip oldugu yapilan ¢aligmalarda bildirilmistir (36), ayrica IGF-IR anti-apoptotik etkiye
sahiptir. Bliylime faktorlerinin hiicre dongiisiinde rol oynadiklari bilinmektedir, IGF-I
hiicrenin G1 fazindan S fazina gegisinde gereklidir (37). IGF-IR ekspresyonu ve aktivasyonu,

tiimor baglangici ve ilerlemesinde tipik ayiricidir (38).

Fonksiyonel IGF-IR’nin hiicre biliyiimesi icin gerekli oldugu, in vitro ve in vivo
ortamlarda hiicrelerin doniisiimiinde kritik rol oynadigi bilinmektedir (36). Timor
hiicrelerinde, IGF-I tek basina veya IGF-II ile birlikte, hem otokrin/parakrin biiyiime faktori

hem de apoptozis inhibitdrii olarak rol oynar (37).
2.3.1.3. Sitokinler
2.3.1.3.1. Tiimor Nekroz Faktorii—o (Tumour Necrosis Factor—a, TNF-a)

TNF-0, iireme organlari, preimplantasyon embriyolar1 ve endometriyum gibi cesitli
dokularda eksprese olan ¢ok yonlii sitokinlerdendir. Endometriyumda fibroblastlar,
immunkomponent hiicreler, glandular epitelyal hiicreler ve vaskiiler hiicreler gibi TNF-a

eksprese eden cesitli hiicre tipleri mevcuttur (20).

TNF-0, pre- ve periimplantasyonda yiiksek derecede eksprese olmasia karsin gebelik

esnasinda limitli eksprese olmaktadir (39). Insan, fare ve ratlarda TNF-o’nmn yiiksek
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ekspresyonu, ayni zamanda meydana gelen yavru sayisint azaltir veya implantasyonu
engeller (40). Bununla birlikte, TNF-a (LIF, TGF-f, IL-1, IL-6 ve IGFBP-1’e benzer sekilde)
MMP-2 ve MMP-9 sekresyon ve aktivasyonunu onemli derecede etkiler (41), boylece erken
ve ge¢ trofoblast invazyonunu destekler. Ancak, TNF-a Knock-Out farelerle yapilan
caligmalarda normal implantasyonun kusursuzca gergeklestigi  dolayisiyla normal

implantasyon i¢in, TNF-a’ya c¢ok ihtiya¢ olmadigi ileri siiriilmiistiir (13).

Proliferasyon, transformasyon ve endometriyal dokiintiiniin kontroliinde rol oynayan
Ostrojen ve progesteron ayni zamanda TNF-a ekspresyonunu da regiile etmekte, dolayisiyla

TNF-0, endometriyumun siklik degisikliklerinde 6nemli rol oynamaktadir (42).
2.3.1.3.2. interlékin-1 (IL-1)

IL-1 ailesi; interlokin-loo (IL-1a)) ve interlokin-1B (IIL-1P) olmak iizere iki agonist,
interlokin-1 reseptor antagonist (IL-1ra) olmak tizere 1 antagonist ve interlokin reseptdr tip 1
ve 2 (IL-1R T1, IL-1R T2) olmak iizere de iki membran baglayici reseptorden olusur. IL-1 ve
TNF-o’nin iiretilmesi, metalloproteinazlarin (MMP) iiretilmesini uyarir. Ayrica implantasyon
ve preimplantasyon siiresince embriyo gelisiminde ilk olarak ortaya ¢ikar (43). IL-1, hiicre
migrasyonu, kanserli hiicre invazyon ve metastazinda rol oynamasinin (44) yanisira

blastokistin endometriyumda eksprese edilen ilk sinyallerinden biridir (43).
2.3.1.3.3. interlokin-6 (IL-6)

IL-6; inflamatuvar cevapta ve kazanilmis immiinitede T hiicre farklilagsmasinin
yonetilmesinde Onemli role sahip, multifonksiyonel bir sitokindir. IL-6 kadin iireme
sisteminde, gestasyonel dokuda yaygin olarak eksprese edilir. Embriyo implantasyonunun ve
plasental gelisimin diizenlenmesinde bircok fonksiyona sahip olup, gebelik toleransinin
gelismesinde immiin adaptasyonlar kadar 6nemlidir (45). Ayrica IL-6’nin ekstravilloz hiicre

invazyonunun kontroliinde rol oynadigi ileri siiriillmektedir (29).
2.3.1.3.4. Losemi Inhibitor Faktor (Leukemia Inhibitory Factor, LIF)

LIF bir IL-6-tip sitokin olup, farelerde implantasyon i¢in kritik oldugu gosterilmis bir¢ok
sitokinden birisidir (46). LIF mRNA ve proteini, blastokist implantasyonundan hemen 6nce
murin endometriyal glandular epitelde maksimum seviyede eksprese edilir (47). Ayni sekilde

kadinlarda LIF, uterusun blastokist implantasyonuna uygun hale geldigi sekretuvar fazin
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ortalarinda luminal ve glandular epitelde yiiksek seviyede eksprese olur Gebelik boyunca ise

LIF mRNA ve proteini ilk trimesterde desiduada eksprese edilir (46).
2.3.1.3.5. Koloni Stimiile Edici Faktor-1 (Colony Stimulating Factor-1, CSF-1)

CSF-1, disiilfit baglariyla bagli glikozillenmis bir homodimerdir. CSF-1 cesitli hiicre
tiplerinde hiicre farklilagmasi, yasami ve proliferasyonunu diizenlemektedir. CSF-1 luminal
ve glandular epitelde, hamilelik boyunca artis gostermektedir. Menstrual siklus sirasinda ise
insan endometriyumunda proliferatif faza kiyasla sekretuvar fazda daha yiiksek seviyede

eksprese edilmektedir (48).
2.3.1.4. Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal Growth Factor, EGF) Ailesi
2.3.14.1. EGF

Epidermal biiyiime faktorii ailesi; EGF, amfiregulin, norogulin ve doniistiiriicii biiyiime
faktoriinden (transforming growth factor-o, TGF-a) olusur. Tiim bu faktorler yiiksek derecede

homologtur ve EGF reseptoriine baglanarak EGF-benzeri aktivite gosterebilirler.

Transmembran proteini olan EGF ailesi iiyeleri, proteolitik islemlerle aktif formlarina
kavusurlar. Bunlar tirozin kinaz reseptorleri ailesi araciligiyla sinyallenirler ve reseptér ErbB
ailesi; EGFR/ErbB-1, HER2/ErbB-2, HER3/ErbB-3 ve HER4/ErbB-4 olmak flizere 4 farkl
reseptor icerir (48,49).

2.3.1.4.2 Heparin Baglayici-Epidermal Biiyiime Faktori (Heparin-Binding-EGF, HB-
EGF)

Implantasyon zamaninda kritik olarak gorev alan faktdrlerden biri de HB-EGF dir (49).
HB-EGF tarafindan diizenlenen ¢ok cesitli hiicresel aktivitenin plasental dokularin olugsmast
gibi embriyonik gelisimde 6dnemli rol oynadig1 gosterilmistir. Stromal hiicrelerdeki HB-EGF
regiilasyonu, desidualizasyon icin uterusun hazirlanmasinda temel rol oynayabilecegini

gostermektedir (50).
2.3.1.4.3. Doniistiiriicii Bityiime Faktorii-o (Transforming Growth Factor-a, TGF-a)

EGF’e benzer sekilde proliferasyon, migrasyon, farklilasma ve hiicrelerin remodelinginde
rol oynar. Fonksiyonunu EGF reseptoriine baglanarak gerceklestirir. TGF-o’nin

implantasyonda ve desidualizasyonda rolii oldugu bilinmektedir (51).
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2.3.1.5. Musin-1 (MUC-1)

MUCI, iireme sistemi epitelinin yiizeyinde bulunan bir transmembran musin
glikoproteinidir ve hiicre ylizeyinin mikroorganizmalardan, degradatif enzimlerden
korunmasinda rol oynar. Ayrica hem normal hem de malign kosullarda hiicre-hiicre ve hiicre-

ekstraselliiler matriks etkilesimlerinde inhibitor olarak gorev yapar (52).

Insanlarda MUC-1 ekspresyonu embriyonun tutundugu bolgede ve altindaki epitelyum
hiicrelerinde bulunmaz iken komsu hiicrelerde ekspresyonu devam etmektedir. Bunun
sebebinin MUC-1’in antiadheziv etkisinin azalmasi sonucu uterus epiteli ile blastokistin
basarilt implantasyonunu saglamak oldugu diisiiniilmektedir. Fare, rat ve domuz gibi bazi
memelilerde ise, insanlarin aksine, blastokist implantasyonu siiresince uterus epitelinin apikal

yiizeyinde MUC-1 ekspresyonunun azalarak devam ettigi gdosterilmistir (53).
2.3.2. Embriyodan Salinan Sinyaller

Erken hamilelik faktorii (Early Pregnancy Factor, EPF), preimplantasyon faktorii
(Preimplantation Factor, PIF), trombosit aktive edici faktor (Platelet Activating Factor, PAF),
biliyiime faktdrleri, interferon gama ve insan koryonik gonadotropin (Interferon Gama-IFNy,
human Chorionic Gonadotropin-hCG) ve prostaglandin embriyodan salinan ve implantasyonu

etkileyen faktorlerdendir.

EPF, biiyiime ve immiin diizenleyici 6zellikte, embriyonik yasamin devami ve biiylimesi
icin gereklidir (54). PIF ise preimplantasyon evresindeki embriyolarda iiretilmektedir(55).
Antijenik stimiilasyon sonucu bazofillerden salinan PAF farelerde fertilizasyondan kisa bir
siire sonra varolan gecici trombositopeniden sorumludur(56). Prostaglandin’in prostasiklin I,
(PGIL,), prostaglandin E, (PGE,) ve prostaglandin F,, (PGF,,) olmak iizere alt tipleri
mevcuttur. PG konsantrasyonunun implantasyonun baglangiciyla ilgili olarak endometriyal
vaskiiler permeabilitenin artis gosterdigi alanlarda arttigi bildirilmistir (57). IFNy normal
insan uterin endometriyumunda immun yanitin olusmasi, biiytimesi ve farklilagsmasinda rol
oynarken (58), hCG progesteron ve Ostrojen varliginda desidualizasyonun devamindan

sorumludur (59).
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2.4. DESIDUALIZASYON

Insanda desidualizasyon, menstruasyonun sekretuvar fazinda (14-27. giinler) gergeklesir.
Farelerde ise implantasyondan sonra yaklasik 5. giinde (e5) baslar ve e7,5’ta maksimum
seviyesine ulasir (60). Desidualizasyon boyunca, endometriyumun stromal hiicreleri; ¢ogalir,
boyutlar1 ve komsu hiicrelerle siki baglanti kompleksleri sayica artar ve desidual hiicrelere

farklilanirlar (61).

Bazi primatlar, kemirgenler ve yarasalarda, stromal fibroblastlar desiduay1 olusturmak i¢in
gelisen spiral arteriyollerin etrafini sararlar. Hiicreler genisler, daha yuvarlak hale gelir ve
laminin, kollajen IV ile fibronektinden zengin desidual-spesifik ekstraselliiler matriks (ESM)
ile dolarlar. Ayrica bu hiicreler, trofoblast invazyonunun maternal diizenlenmesinde kuskusuz
rol oynayan ¢ok sayida sitokin, biiyiime faktorii ve immiinomodiilator ajan liretmeye baslarlar.
Ek olarak, desidua, ¢cok sayida uterin-spesifik natural killer hiicreler (uNK) ve makrofajlarin

kiigiik populasyonlart ile karakterize immiin bir ¢evreye sahiptir (62,63).

Desidua tarafindan iiretilen kemokinler ve sitokinlerin (6zellikle interldkin-15), desidual
hiicrelerin uterin-spesifik fenotipinin olusmast ve kuvvetlendirilmesinde rol oynadigi
diisiiniilmektedir (64). Spesifik inflamatuvar ve sitotoksik lenfositlerin haricinde, uNKlar ve
fetal trofoblastlar (insan 16kosit antijen araciligiyla, HLA-G) arasindaki tanimlanmis

etkilesimler, embriyo implantasyonu i¢in uygun bir ¢evre yaratirlar (63,65).

Desidual stroma fibronektinden zengindir ve migrant ekstravilloz trofoblastik hiicreler

kendi ekstraselliiler matrikslerini ve fibronektinlerinin bir kismini salgilarlar (66,67).

Blastokistin basarili bir sekilde implante olmasi1 ve sonrasinda fonksiyonel bir plasentanin
gelismesi, endometriyal stromal hiicrelerin (ESC) yeterli desidualizasyonuna baglidir (68).
Ovariyan hormonlar, sitokinler ve bliyiime faktorleri (6r: interlokin 11, IL-11, relaksin,
prostaglandin E2, aktivin A ve kortikotrofin-saliverici hormon) gibi lokal ve gecici olarak
tiretilen {irtinlerin yanisira heniiz tam olarak tanimlanamamis bir¢ok molekiiliin etkilesimleri

desidualizasyonda kritik rol oynamaktadir (69).
2.5. PLASENTASYON

Memeli embriyolar1 plasenta olmadan gelisemezler. Gelisimin baglangicinda plasental
hiicrelerin prekiirsorlerini igeren ii¢ temel ekstraembriyonik hat gelisir, bunlar: trofoblast,

ekstraembriyonik endoderm ve ekstraembriyonik mezodermdir (70).
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Blastokist implante olurken, daha fazla trofoblast endometriyuma temas eder ve iki
tabakaya farklilanir (Sekil 2.5.1). Tek cekirdekli bir hiicre tabakasi olan sitotrofoblast mitotik
aktiviteye sahiptir ve artan sinsityotrofoblast kitlesi haline gelen yeni trofoblast hiicrelerini
olusturur ki sinsityotrofoblast hiicreleri sitotrofoblast hiicrelerinin kaynasmasi ve hiicre
zarlarimin kaybolmasiyla olusur. Sinsityotrofoblast hizli bir genislemeyle hiicre siirlarinin

fark edilmedigi ¢cok cekirdekli bir hiicre kitlesi halinde sinsityum olusturur (71).

Gelisim boyunca, trofoblast embriyoyu uterusa baglar (implantasyon) ve besin taginmast
icin gerekli olan vaskiiler baglantilar1 olusturur. Ayrica plasenta, embriyonun gelisimi igin

gerekli olan maternal endokrin, immun ve metabolik kosullar1 optimize eder (61).

Cytotrophobiast

Amnion

Emi i ok Sac e
Embryonic diss < 8y Yolk Sac 3

Sekil 2.5.1.: Villoz trofoblast olusumunun sematik gosterimi (72).

Plasental hiicrelerin yarattig1 inflamatuvar cevabin yayilmasinda, birgok sinyal molekiili
ve es zamanli yolaklarin rol oynadig tespit edilmistir. Gelisimin erken evrelerinden itibaren,
plasenta hiicrelerinin sekretuvar aktivitesinin sitokinlerin ve inflamatuvar molekiillerin
sistemik seviyelerinin artisinda katkisi bulundugu aciktir. Plasental aktivite, ozellikle
invazyon ve implantasyondan sorumlu immiin cevabin gelismesinde 6nemli rol oynamaktadir.
Bircok plasental sitokinin, gebeligin devam etmesindeki rolii hala net olarak bilinmemektedir.
Bir ihtimal, bunlar gebeligin ii¢ilincii trimesteri boyunca, diisiik seviyede sistemik inflamasyon

gelismesine katkida bulunuyor olabilirler (73).

Trofoblastin implantasyon kusuru IVF denemelerinde basarisizligin en 6nemli nedenidir.

Basarisiz IVF sikluslarinin yaklagik ticte birinden embriyonun kendisi sorumlu iken geri kalan
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iicte ikisinden uterus reseptivitesindeki defektler ve embriyo ile endometriyum arasindaki

iletisim kusurlar1 sorumludur (7).
2.6. Proteolitik Enzimler

Insan genom projesinin tamamlanmasi ve sekansmin bulunmasi ile, kodlanmig
proteinlerin yapis1 ve fonksiyonlar1 hakkinda son yillarda 6énemli bilgiye ulasilmistir. Yapilan
caligmalarda; insanda yaklasik 20,500 adet protein kodlayan gen oldugu gdsterilmistir.
Genoma uygun sentezlenen proteinler, posttranslasyonel modifikasyon (PTM) olarak ifade
edilen bir mekanizma ile degistirilerek proteinlerin ¢esitliligini ve etkilerini artirmaktadirlar.
Proteinlerin veya peptitlerin PTM’u; spesifik enzimatik basamaklar veya yolaklar araciligiyla
gerceklesmektedir. Bu islemler sirasinda proteinlere kovalent, geri doniisiimlii veya geri

doniisiimsiiz olarak yapisal bir element eklenmektedir (17).

Yaygin olarak goriilen diger bir geri doniisiimsliz mekanizma olan proteoliz yolu ile de
birden ¢ok iiriin elde edilebilir. Protein ya da peptit tirlinleri bir ya da birden fazla proteaz ile

kesilerek son biyoaktif formlarina modifiye olabilirler (17,18).
2.6.1. Proprotein Konvertazlar

Insan ve fare genomlarinin analizinde, 5 biiyiik proteolitik enzim sinifindan birine ait,
yaklasik 600 farkli proteazin varligi gosterilmistir. Serin proteazlar bunlarin arasinda en bol
bulunanidir. Tripsin/kimotripsin katlanmasi ile iligkili olanlar ve bakteriyel subtilizin grubuna
yakin olanlar olmak tizere 2 biiyiik aileye ayrilmaktadir (17). Serin proteazlar embriyogenezis,
sindirim, homeostazis, immiin cevap, doku yenilenmesi, hiicre aktivasyonu ve apoptozisi
iceren bir¢ok fizyolojik islemde rol oynamaktadir. Yapisal benzerliklerine, substrat
spesifitelerine, aktif bolgelerindeki diizenlenmelerine ve degisken diizende histidin, aspartat
ve serin kalintilarin1 -katalitik triad- igermelerine gore 13 klan ve 40 gruba ayrilmiglardir.
Bununla birlikte, serin proteazlarin kiiciik bir ailesi olan proprotein konvertazlar, insanlarda
ve diger organizmalarda kritik hiicresel yolaklar igeren ¢esitli fonksiyonlarin aktivasyonunda

rol oynarlar (19).

Proprotein konvertazlar (PC); memelilerde bulunan sekretuvar serin proteinazlardir.
Bunlar bakterideki subtilizin-benzeri enzimlerle iligkilidirler. Proprotein konvertaz ailesi 9

tiyeden olugmaktadir. Bunlar (18);
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e PCI1/3,

e PC2,

e FURIN, (PACE)

e PC4,

e PC5,

e PC6 (PACE4; PC5/6),

e PC7, (PC7/LPC8/lenfoma proprotein konvertaz)
e SKI-1/S1P,

e PCSK 9’dur

Bunlardan 7 tanesi yapisal ve biyokimyasal olarak birbirlerine ve biiylik olasilikla
tiredikleri bakteriyel, maya proteinlerine —subtilizin ve keksin- benzer g¢ekirdek iiyelerdir.
Biiytikliikleri ¢ok az farklilik gosterir ve farkli biyokimyasal fonksiyonlar gosteren, benzer

yapida kalip domainlerden olusurlar (19) (Sekil 2.6.1.1.).

I Proprotein convertase family
DH N §

sublilisin - genes Pcsk1 to Pcsk9
yeast kexin R Proprolein convertase sublilisinfkexin type 1109

1| PCIE wm i I signal peptide / transmembrane domain
2 PC2 m————=———iwa I prosegment
= catalytic domain

2 Fuin o W 50 = P domain
4 PC4 - S5an
5 PC5/6A = | o158

PC5/6B mmm W 1477 28

—  basic aa-specific

6| PAcEt mmm @s  [RE MmN 1]
T PC7 = § BE M0as
8 SKI-1/S1P mmm W 1020 R-X-(LV)-X
9 PCSK  mmmr—— et V-F-AQ |

Sekil 2.6.1.1. Proprotein konvertazlarin primer yapilarinin sematik gosterimi (18).
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Bilinen diger iki proprotein konvertaz, subtilizin/keksin izoenziml/ site-1 proteaz
(SK1/S1P) (74) ve proprotein konvertaz subtilizin/keksin 9 (PCSK9) digerlerinden ¢ok sonra
tanimlanmis ve farkli domain yapilarindan dolay1 farkli subfamilyalara dahil edilmislerdir

(19).

Proprotein konvertazlar, prodomainleri araciligiyla hiicre boyunca korunan inaktif
prekiirsorler —zimojenler- olarak sentezlenirler. Prodomainler, protein katlanmasina ve
aktivasyonuna katkida bulunurlar (19) ve intramolekiiler, otoproteolitik ve ilk ayrisma
basamaginin bir boliimii olan sonraki proseslere katki saglarlar. Bu proses, cekirdek
proprotein konvertazlarin endoplazmik retikulumdan c¢ikmasi, sonrasinda aktivasyonlarini
tamamlamalar1 i¢in bunu izleyen trans-Golgi agi-endozomal kompartmanlar ph- ve kalsiyum-

bagimli ayrigsma olayi i¢in gereklidir (19,75).

Furin’in proses domainlerine ait kristal yapinin a¢iklanmasi, diger 6 ¢ekirdek proprotein
konvertazin yapilarinin modelinin olusturulmasina ve katalitik domainde negatif yiiklii amino
asit rezidularinin bir araya gelisinin agiklanmasina yol agmistir. Bu diizenlenme, biiyiik
olasilikla, PClerin temel substrat motiflerine olan spesifitelerini (76) ve farkli proprotein
konvertazlarin yilk dagilimlarindaki eslesmenin, bu molekiillerin goreceli substrat

seciciliginde bir faktor olabilecegini agiklamaktadir (77).

Proprotein konvertazlar genellikle, tercih ettikleri substrat ayrisma bolgesine gore
siiflandirilirlar 7 ¢ekirdek enzim, proteolizin gerceklestigi temel motiflere gore prekiirsor
proteinleri aktive ederler. Bu motif genellikle arjinin (R), lizin (K) rezidiilerini veya diger
amino asitlerin yaninda [R/K-(X)n-R/K-R|] seklinde olabilir. X sistein’den (C) baska bir
amino asidi, n 0,2,4 veya 6 sayilarini, asagiya dogru olan ok ise ayrisma bdlgesini
gostermektedir. Bu ayrisma bolgelerinde bazi cesitlilikler sézkonusu olabilir. SK1/SP1
ayrisma i¢in temel bir rezidiiye ihtiyag duymaz. PCSK9 ise transtan ayristirmamasi yoniiyle

tektir, direkt substrati etkiler (19).

Sekretuar graniillerde lokalize olan PCSK1 ve PCSK2’nin kabul edilmesiyle birlikte
proprotein konvertazlarin, proteinlerin sekresyonunda gorev aldiklar1 kesinlesmistir. Furin ile
PCSKS ve PCSK7 gibi yaygin olarak dagilim gdsteren proprotein konvertazlar, trans-golgi
ag1, hiicre ylizeyi ve endozomlar boyunca, hiicrenin farkli kompartmanlar1 arasinda gegis
yaparak proproteinlerin islenmesinde gorev alirlar (78). Proprotein konvertazlar, hiicrelerde es

zamanl olarak eksprese edilir ve farkli birgok proteini aktive ederler (19).

19



2.6.2. PROPROTEIN KONVERTAZLARIN TARTHCESI

Fizyolojik olarak ©onemli olan proteinlerin, inaktif bir prekiirsor molekiiliin post-
translasyonel ayrigsma ile aktif hale gelmesine ihtiya¢ duyduklar fikri, ilk olarak 1967°de,
proinsiilinin kesfi ile ispat edilmistir (79). Ceyrek asir sonra, mayadaki subtilizin-benzeri
keksin endoproteazin, memelideki proses enzim analogu olan furin’in bulunmasi diger
proprotein konvertazlar ve spesifik substratlarinin bulunmasi ¢alismalarina hiz kazandirmistir
(80). 20 yildan fazla zaman gectikten sonra, bu enzimlerin, insan homeostazisinde ve
endokrinopati, neoplastik hastaliklar, bulasici hastaliklar, ateroskleroz ve norodejeneratif
hastaliklar1 igeren cesitli patofizyolojik durumlarda, énemli rol oynadiklari gosterilmistir.
Dolayisiyla, bu enzimler insanlardaki cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecek

potansiyel terdpatik ajanlar olarak gosterilmislerdir (19).

Ilk proprotein konvertaz, 22 yillik bir g¢aligmanmin sonunda 1989-1990°11 yillarda
bulunmustur ve 14 seneden daha az bir zamanda 9 iiyesinin tamami tanimlanmistir. 1960’11
yillarin ortalarinda yapilan arastirmalar; sekretuar yolak igerisinde, proproteinlerin ve
prohormon prekiirsorlerinin baslangigta simirli olarak kesilmesini saglayan proteolitik bir
mekanizmanin olmasi gerektigini gostermektedir. Bu kesilme islemi, trans-Golgi ag1 (trans-
Golgi network=TGN), hiicre yiizeyi, endozomlar, salgi graniilleri olmak tizere 4 farkli
kompartmanda gergeklesir. Bu kompartmanlarin se¢imi, substrata gore degisiklik gosterir

(Sekil 2.6.2.1.).
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Sekil 2.6.2.1.: Proprotein konvertazlarin salgi yolaginin sematik gdsterimi (18)
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Proteinlerin olusum siirecinde bu sekilde ayrilmasi, limitli proteolizizin zaman ve mekana

gore kontroliine izin vermektedir (18).

1970-1980’ler boyunca, enzimlerin saflastirilmasinda kullanilan metotlarin sinirl olusu ve
aktivitelerinin izlenmesi i¢in kullanilan substratlarin hassasiyeti ve spesifitesi, siirl
basarilara sebep olmustur. 1984’de maya konvertaz keksin (Kex2p=yeast convertase kexin)’
in bulunmasi, memeli proprotein konvertazin ilk prototipinin molekiiler ve genetik olarak
tanimlanmasini saglamistir. Keksin, pro-K1 6ldiiriicti toksin (killer toxin) prekiirsériinii ve bir
maya olan Saccharomyces cerevisiae nin pro-o faktoriinii ayristirir. Keksin, 6karyotik-tripsin
benzeri enzimlerden ziyade bakteriyel subtilazlar ile daha yakindan iligkisi olan bir serin

proteinazdir (17,18).

Bu da tripsin-kimotripsin serin proteinazlarin aktif bdlgelerinin ortak sekanslarindan elde
edilen dejenere oligoniikleotitler ile ayni kokten gelen memeli PC’lar1 tanimlamak ig¢in
yapilan RT-PCR analizlerinin basarisizlikla sonug¢lanmasina dair bircok seyi agiklamaktadir.
Memeli pro-opiyomelanokortin (POMC); ACTH, beta-endorfin ve memeli hiicrelerinde ¢ok
fazla eksprese olan keksin’in prekiirsoriidiir. POMC prosesinin analizi, membrana-bagl tip I
keksin ile memeli proprotein konvertazlar arasindaki iligskiyi agiklamaktadir. Daha sonra,

yapilan RT-PCR analizleri ile benzer memeli PC’lar1 tanimlanmusgtir (18).
2.6.2.1. Furin’in Bulunusu

1986 yilinda, Wim Van de Ven ile Anton Roebroek tarafindan “fur gen” (fes/fps upstream
region, fes bir onkogendir) olarak klonlanmis ve 1988’de Robert Fuller ve ekibi tarafindan
yapilan tartigmalar sonucunda bir memeli keksin homologu olarak ortaya koyulmustur. Furin
geni (PCSK3 = proprotein convertase subtilisin kexin type 3), insanda 15. kromozomda,

fes/fps bolgesine yakin yer alir (18).
2.6.2.2. PC1/3 ve PC2’nin Bulunusu

Bir¢ok polipeptit hormon prekiirsoriin, immatiir salgi graniillerindeki islemleri asidik
ortamda gerceklesir. Bu da benzer enzimlerin pH’1 5-6 olan asidik ortamlarda aktiflesecegi
fikrini dogurmustur. Ancak biyokimyasal yoOntemlerle yapilan c¢aligmalar, proteaz
seviyelerinin diisiikk olmasi ve substratlarin hassasiyetlerini yitirmelerinden dolay1 basarisiz
olmustur. Daha sonra, 1983 yilinda Kary B. Mullis tarafindan RT-PCR (reverse transcriptase
polymerase chain reaction) (RT-PCR, bir DNA parcasina ait mRNA’dan reverse transkriptaz
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aktivitesiyle, tek ya da bir ¢ok kopya olusturulmasini saglar) tekniginin bulunmasiyla beraber,
birgcok polipeptit hormon prekiirsériin  diizenlenmesinde rol oynayan 2 adet PC
tanimlanabilmistir. Tanimlama islemleri i¢in domuzdan alinan hipofiz ve kalp atriyumundan

elde edilen ekstraktlar mRNA kaynagi olarak kullanilmistir (18).

Hipofiz dokusunun secilmesinin sebebi, anteriyor lobta pro-opiyomelonokortin
(POMC)’den ACTH ve B-LPH’in ve intermediyal lob’ta o-MSH ve [-endorfin’in
tiretilmesidir. Bu tiretim islemleri diger farkli konvertazlara benzer. Kalp atriyumunda ise
aktif atriyal natritiretik faktor (ANF)‘lin olusmasinda prokiirsorlik eden proANF
gosterilmigstir. Daha sonra proANF konvertaz, tripsinin bir tipi; membrana bagh tip-II serin

proteaz olan “korin” olarak isimlendirilmistir (18).

Calismalar devam ederken, Robert Fuller tarafindan yaymlanan bir makalede furin’in bir
memeli keksin homologu olabilecegi fikri One siiriilmiistiir. Buradan yola ¢ikarak, aktif
subtilaz bolgeleri ¢evresinden dejenere oligoniikleotitler, sigan kalp atriyumundan izole edilen
furin sekansi ile hipofizin anterior ve norointermediyet loblarindan elde edilen, 2 yeni
subtilizin-benzeri enzimin katalitik domainlerini kodladig1 tahmin edilen 2 adet DNA pargasi
dizayn edilmistir. Bu pituiter konvertazlarin cDNA’lar1 klonlanmis, PC1 ve PC2 adi
verilmigtir. Bu konvertazlar sirasiyla, farede 13. (Pcskl, PC1 gen) ve 2. (Pcsk2, PC2 gen)
kromozomda, ortolog insanda ise 5 (PCSK1) ve 20. (PCSK2) kromozomda bulunurlar. Bagka
bir grup calismaci, insan insulinomundan keksine dayali dejenere oligoniikleotitleri
kullanarak PC2 ve daha sonra PCl klonlamistir ancak PCl1’¢ PC3 ismini vermistir.
Sonrasinda enzim PC1/3 olarak isimlendirilmistir. Devaminda yapilan calismalar bu iki
enzimin daha ¢ok pro-ndral ve endokrin peptitlerin prosesinden sorumlu olduklarini

gostermistir (18), bu nedenle ¢alismamizda kullanilmamislardir.
2.6.2.3. PC4’iin Bulunusu

1991 yilinda, ¢esitli dokulardan elde edilen mRNA’larla PC ailesinin diger {iyeleri i¢in
RT-PCR teknigi ile yapilan arastirmalarda, sigan testisinde 3 farkli PC i¢in potansiyel
kodlama yapan yaklasik 600 bp cDNA tanimlanmistir. Bunlar PC4, PC5/6 ve PACE4 olarak
bilinirler. Bundan kisa bir siire sonra, yayimlanan bir makalede, insan hematoma HepG2 hiicre
hattindan PACE4’iin biitlin cDNA sekansinin ve osteosarkomadan da cDNA kiitliphanesinin
tamamlandig1 bildirilmistir (82). Daha sonra PC4 (83) ve P5/6 (84) enzimleri iizerine

yogunlasilmis ve PC4’lin yalmizca erkek testikular germline pakiten spermatositleri ve
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spermatidleri ¢evresinde eksprese edildigi anlasilmis ve 1997 yilinda PC4 ekspresyonu
olmayan KO farelerde yapilan calismalarda, PC4 yoksunluguna iligkin bulgular ilk olarak
degerlendirilebilmistir (18).

2.6.2.4. PC6’min Bulunusu

PC5A, 1993 yilinda Nakayama ve grubu tarafindan tanimlanmis ve PC6 enzimi olarak
isimlendirilmistir. Simdilerde ise PC5/6 olarak ifade edilmektedir. PC5/6 ve PC6 allelleri
acisindan ayni olduklari i¢in ¢alismamizda PC5 primer-prob kullanilmigtir. PC5/6 ve PACE4,
kendi primer yapilarina ve metalloproteazlarin doku inhibitorleri (TIMPs = tissue inhibitors of
metalloproteinases), heparin siilfat proteoglikanlar1 (HSPGs)(85), birgok durumda endotelyal
ve lipoprotein lipaz gibi (86) inaktif HSPG-bagl proteinler ve adhezyon molekiillerine, C-
terminal Sis-zengin domainleri araciligiyla hiicre yiizeyine baglanabilme yeteneklerine gore

siiflandirilir (18).
2.6.2.5. PC7’nin Bulunusu

1996 yilinda bulunan, temel amino asit-spesifik PC’lerdendir. Geni (PCSK?7), insanda 11.
kromozomda, farede 9. kromozomda yer alir. PC7 insan lenfoma kiitliphanesinden
klonlandig1 i¢in LPC (lenfoma PC) olarak da anilir (87). Doku dagilimi i¢in yapilan
analizlerde PC7’nin her zaman bir¢ok doku ve hiicre hattinda eksprese edildigi gézlenmistir
(88). PC7, en eski ve filogenetik olarak en ¢ok korunmus olan konvertazdir. PC7’nin, in vivo

fizyolojik fonksiyonlar1 ve PC ailesinin diger iiyeleriyle iliskileri heniiz kanitlanmamistir (18).
2.6.2.6. PCSK9’un Bulunusu

PCSK9’un orjinal adi “ndral apoptozis-diizenleyici konvertaz (neural apoptosis-regulated
convertase, NARC-1) dir (89). iki Fransiz aile iizerinde yapilan arastirmalarda, PCSK9
geninde meydana gelen tek-nokta mutasyonlar1 ile otozomal dominant hiperkolesterolemi
arasinda bir iligki oldugu ortaya konulmustur (90). Bu yilizden PCSK9, LDLR (LDL
reseptorii) ve APOB (apoliproprotein B)’dan sonra kalitsal hiperkolesterolemi (90) ile iliskisi
olan tclinci gendir (18). PClerin baz1 genetik varyantlarim1 veya fazla ekspresyonlarini
kapsayan bazi  patolojik  durumlarin  ger¢eklesmesi 2010 yilinda PCSK9’un
hiperkolesterolemi, ateroskleroz ve metabolik sendrom ile iliskili insan kardiyovaskiiler

hastaliklarinin ilk klinik denemesinin yapilmasina yol agmistir (17).
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2.6.3. PROPROTEIN KONVERTAZLARIN FONKSIYONLARI
2.6.3.1. FURIN’in Fonksiyonu

Yaygin olarak eksprese edilen Furin, yapisal salgi proteinlerin olusumunda gorev yapan
temel PC’dir (17). Ozellikle katalitik serin subtilaz domaininde, furin ile keksin arasinda gdze
carpan benzerlikler mevcuttur. Yapilan analizler, membrana bagl tip I furin prosesinin
intraseliiler TGN (trans-Golgi ag1), hiicre yiizeyi ve/veya endozomlarda gerceklestigini
gostermektedir. Bu endozomlar; biiyiime faktorleri ve reseptdrleri, enzimler, memeli, viral ve
parazitik orjinli ylizey glikoproteinleri, kan koagiilasyon faktorleri ve bazi polipeptit
hormonlar1 igeren salgilanmig substratlardan olusurlar. Membrana bagli furin, hiicre
ylizeyinden endozomlar araciligl ile TGN’ye doner. Bu yolak, furin’in sitozolik ucundaki
cesitli sinyallerle kontrol edilir. Furin’in en iyi substratlarindan bir tanesi RX(R/K)R|EL
sekansini igermektedir. Bu sekans, endojen furin ile kesilen viral glikoproteinler ve memeli

proteinlerinin stratejik bolgelerinde yer alir (18).

Furin, tim dokularda ¢ok yiiksek diizeyde eksprese edilmektedir. Bu nedenle birgok
proteinin aktif formunun olusmasinda biiyiikk role sahiptir. Ote yandan, lipoprotein ve
endotelyal lipazlar ile proprotein konvertazlardan PCSK9’un inaktivasyonunda rol oynar.
Furin’in ¢esitli fizyolojik fonksiyonlar1 mevcuttur. Dolayisiyla, furin eksikliginde hayvanlarda

ciddi gelisim bozukluklar1 veya anomaliler gozlemlenir (18,91).

In vivo olarak, ¢ok az sayida spesifik furin substrat1 tanimlanmis olmasina ragmen TGF-p
ailesinin bazi tiyelerinin (TGF-B1, BMP4) prosesinin en iyi furin tarafindan gergeklestirildigi
gbze ¢arpmaktadir (18). Furin yaygin olarak néroendokrin dokuda eksprese edilir ve farkl

subseliiler kompartmanlarda bulunur (92).

Furin’in embriyogenezis, homeostazis ve hastaliklarda 6nemli rolleri vardir. Ancak furin
aktivitesi yetiskinlerde dliimciil hastaliklara yol agabilmektedir (93). Furin; tiimér biiylimesi,
yayilim1 ve metastazinda rol oynamasinin yanisira bas, boyun, meme ve akciger kanserlerinin

invazyon ve proliferasyonunun gelismesinde de rol oynadigi bilinmektedir (92).
2.6.3.2. PC1/3 ve PC2’nin Fonksiyonu

PC1/3 ve PC2, noral ve endokrin hiicrelerin sekretuar yolak ile diizenlenmesinde rol
oynayan prohormonlar ve prondropeptidlerin temel aktivatorleridirler. PC1/3 ve PC2 bir¢ok

prekiirsoriin fonksiyonel hormonlara déniismesini saglar. Ornek; pro-opiyomelanokortin,
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proinsiilin, promelanin konsantre hormonu, Sekretogranin II, proenkefalin, prodinorfin,
prosomatostatin, kromogranin A ve B, proPACAP, ve norotrofik faktér proBDNF. PC2 ¢esitli
noroendokrin prekiirsorlerin islemcisi olarak bilinir ve bu prekiirsorlerin  bir¢cogu
(prosomatostatin, ndronal proCCK, norotensin, néromedin N, prodinorfin, proorfanin
FQ/nosiseptin ve POMC — derive eden peptitler gibi) PC2- yoksun farelerde tam olarak
islenmezler. PC2’nin aksine, PC1/3 genin bozulmasi, c¢esitli gelisim anomalileri ve bir¢ok

yavrulamanin baskilanmasi ile sonuglanir (17,18,19).

PC2, POMC ve proenkefalinin ayrigsmasinda rol oynar dolayisiyla acinin algilanmasi
agisindan dnemlidir. Ote yandan PC1/3 ise ince bagirsakta emilim fonksiyonu gdstermesi

acisindan énemlidir (17,18).
2.6.3.3. PC4’iin Fonksiyonu

PC4’lin yalnizca erkek testikular germline pakiten spermatositleri ve spermatidleri
cevresinde eksprese edildigi anlagilmistir. Bu da PC4’{in iiremede spesifik fizyolojik bir
fonksiyon oynayabilecegi fikrini dogurmustur. Spermatid ¢evresinde akrozomal graniillerde,
uzamis spermatidlerin akrozomal tepelerinde ve akrozomun iizerini Orten sperm plazma
membraninda PC4’lin varligr saptanmistir (94). Disi farelerde PC4, ovaryumdaki makrofaj-
benzeri hiicrelerde eksprese edilir ve seviyeleri, inflamasyonda oldugu gibi, aktif makrofajlar
tarafindan baskilanir. Ayrica, PC4’lin insan plasentasinda da eksprese edildigi gosterilen
bulgular arasindadir. Erkek farelerdeki PC4’iin, fertilizasyonun basarili olmasinda ve erken

embriyonik gelisimin desteklenmesinde 6nemli rolii oldugu ileri stiriilmektedir (18).
2.6.3.4. PC6 (PC5/6 veya PACE4)’nmin Fonksiyonu

MSS’nde, PC5/6’ nin, néronal onarim ve migrasyona yardimei noral adhezyon molekiilii
prosesinde rol oynadigr gosterilmistir (95). PC5/6, ekzonlarmin farkli eklenmeleri ile
meydana gelen PC5/6A (soluble 915 aa) (96.) ve PC5/6B (tip-I membran bagimli, 1877 aa)
olmak iizere iki mRNA transkripti olarak eksprese edilir. PC5/6 mRNA’nin doku dagilimi
icin qPCR ile yapilan kantitatif analizler, ince bagirsak ve bdbregin PC5/6B acisindan en
zengin kaynaklar oldugunu gosterirken, PC5/6A’nin diger tiim dokularda yaygin olarak
eksprese edildigini gostermektedir. PC5/6B, furin ve PC7°den farkli olarak transmembran
domain ve sistosolik kuyruk igermesinin yanisira endozomlar araciligiyla hiicre yiizeyinden
TGN’ye geri donen bir siklusa sahiptir (97). Farklt kompartmanlara yapilan bu gecisler, bu

enzimin sistosolik kuyruklarindaki g¢esitli sinyaller ve bunlarin spesifik sinyallerle
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etkilesimleri tarafindan kontrol edilir. Calismalarda sunulan veriler, PC5/6 ve PACE4’{in tek
doku-spesifik fonksiyon gosterdikleri yoniindedir. PC5/6 mRNA yalnizca noronal hiicrelerde
tespit edilirken, PACE4 mRNA’nin hem ndronal hem de glial hiicrelerde eksprese edildigi
bulunmustur (18).

PC5/6 ekspresyonu, ilk olarak ekstra-embriyonik dokularda olmak {izere erken
embriyonik gelisim boyunca gézlemlenmistir (98). Embriyonun 9. giiniinde (E9), 6zellikle
maternal-embriyonik gec¢is bolgesinde diger konvertazlar eksprese edilmezken, PC5/6

eksprese edilmektedir (18).

2.6.3.5. PC7’nin Fonksiyonu

PC7 yaygin olarak eksprese edilir ve multipl prekiirsorlerin (biiyiime faktorleri ve
reseptorleri, proteazlar, adezyon molekiilleri, enfeksiydz virlis ve parazitlerin ylizey

glikoproteinleri) meydana getirilisindeki temel islemlerde bulunur (17).

Ayrica, PC7 yiiksek oranda immiin sistemde eksprese edilir. PC7 mRNA’nin yoklugunda
MHC-I’in lizozomal bozunmasina yol agar, dolayistyla PC7’nin antijen sunmada rol oynadig:

diisiiniilmektedir. PC7 tiimdr olusumunda da rol oynar (18).

Filogenetik olarak en ¢ok korunmus proprotein konvertaz olmasina ragmen zimojen

aktivasyon mekanizmasi ve fizyolojik fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir (99).
2.6.3.6. SKI-1/S1P’nin Fonksiyonu

SKI-1 veya diger adiyla S1P, endoplazmik retikulumda gerceklesen strese karsi cevabi
veya kolesterol ve yag asit sentezinin diizenlenmesini (100) olumsuz yonde etkileyen
membrana-bagli transkripsiyon faktorlerini aktive eder. SKI-1’in bilinen diger substratlari;
viral glikoproteinler, beyin-tiirevi norotrofik faktdor (BDNF) ve somatostatin’dir. SKI-1
inhibisyonu, kolesterol ve yag asit sentezini iceren anahtar metabolik yolaklarda biiyiik
degisikliklere yol acar (101)

In vivo olarak denenen kiiciik molekiillii SKI-1 inhibitorlerinin kolesterol ve yag asit
sentezini azalttig1 gosterilmistir. Dolayisiyla bunlarin; dislipidemi ile diyabet, obezite ve
metabolik sendromlarla iligkili kardiyometabolik risk faktorleri i¢in potansiyel yeni bir sinif

terapotik ajanlar olabilecekleri diistiniilmektedir (18). Ayrica SKI-1’in, Lassa viriis (102) ,
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lenfositik koryomeninjitis viriis (103) ve Kirim-Kongo kanamali ates virlis (104)
glikoproteinleri gibi kanamali ates viriislerinin aktivasyonunda kritik bir 6neme sahip oldugu

gosterilmistir. SKI-1’in in vivo fizyolojik rolii hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (18).

2.6.3.7. PCSK9’un Fonksiyonu

PCSK9’un sadece bir substrati vardir, kendisi. Aktivitesi, onun katalitik fonksiyonunu
kapsamamaktadir. PCSK9, yerlesik endozomal/lizozomal proteazlar ile LDL reseptoriiniin
bozunmasini artirarak LDL dolasiminin plazma seviyesinin diizenlenmesinde onemli rol

oynar (17).

PCSK9’da meydana gelen nokta mutasyonlar; ya kalitsal hiperkolesterolemi veya

hipokolesterolemi ile iligkilidir (18).
2.6.4. Proprotein Konvertazlarin Hastaliklarla Iliskisi

Giliniimiizde proprotein konvertazlarin yapi ve biyokimyalar1 bilinmesine ragmen, ayirt
edici “hiicresel igerigi” — ekspresyon paternlerinin ¢ok fazla ¢esitlilik gostermesi, birbirini
etkileyen molekiiller ve bu enzimlerin fonksiyonlarina etki eden diger hiicresel mikrogevresel
etkiler- olmadigindan, her bir proprotein konvertazin spesifik substratlarla olan baglantisini
belirlemek i¢in yapilan in vitro ¢aligmalar sonugsuz kalmistir (105). Bu sebeple, farelerde,
kosullu gen-knockout ve doku-spesifik-knockout modellerde, proprotein konvertazlarin
homeostazis ve fonksiyonlar1 baskilandiginda olusan patojenik sonuglarla iligkisinin olup
olmadig1 aydimlatilmistir. Spesifik dokularda gen fonksiyonunun tamamen baskilanmasi,

siklikla normal olmayan fenotiplerin olugsmasina sebep olur (19).

Proprotein konvertazlar; neoplastik transformasyon, proliferasyon, yayilma ve metastaz
patogenezlerine karisirlar. Cok sayida kanitlanmis ve tahmin edilen proprotein konvertaz
substratlarinin - bliylime faktorleri, reseptorler, matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve
adezyon molekiilleri gibi - proseslerinin birbirleriyle iligkili kompleks bir ag boyunca
gerceklestigi bilinmektedir (106).

Cesitli insan kanserleri ve timor-hiicre hatlarinda, deneysel kosullarda biiylime ve invaziv
olma ile iliskilendirilen proprotein konvertaz ekspresyonlarin yiiksek seviyelerde oldugu

gosterilmistir (107).
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Diger konstitiitif salgilanan proprotein konvertazlarin, --furin, PC5, PC6 ve PC7-- yiiksek
seviyede ekspresyonlarinin, bas ve boyun, gogiis, biiyiik hiicreli akciger kanserleri ve birgok

tiimor-hiicre hatt1 ile iliskili olduklar1 goze ¢arpmaktadir (19).

MMPlerin proprotein konvertaz ekspresyonu, agik¢a ortaya ¢ikmayan malign fenotipin
saptanmasini saglayan belirli mekanizmalar icermesine ragmen, invaziv potansiyele sahip
kanserlerin yanmisira PC6-transfekte, non-tiimorijenik, miirin cilt hiicre hatlarindaki benign

keratinositlerin maligne doniisiimiine de katkida bulunur (19).

Proprotein konvertazlarin, tiimor ilerlemesinde ve aktif substratlar1 arasindaki kompleks
etkilesimler araciligiyla metastazda Onemli rolleri olabilir (92,108). TGF-B’nin timor-
supresyon fonksiyonu (92) olmasina ragmen tiimor- hiicre proliferasyonu; TGF-f, platelet-
derive biiyiime faktorii ve IGF-I ile reseptoriiniin ve proprotein konvertaz aktivasyonunun

artigina bagl olabilir (19).

Tiimdriin ilerlemesi ve invaziv hale gelmesi; timor mikro ¢evresinde integrinler ve iligkili
adhezyon molekiillerinin proprotein konvertaz aktivasyonu araciligtyla hiicre adhezyonunda
sinyal-transdiiksiyon-aracili  degisiklikler (109); neoplastik biiylimenin esaslar1 olan
anjiyogenez ve lenfanjiyogenezi saglayan vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin proprotein
konvertaz aktivasyonu (110); ve furin, PC6 ve diger yaygin dagilim gosteren proprotein
konvertazlarin aktivasyonu sonucu MMP ekspresyonunun artigi (105,110) gibi bir¢ok faktorle
iliskili olabilir. Membran tip 1 MMP (64), ADAM (disintegrin ve metalloproteinaz) (111) ve
stromelisin 3 (112) igeren proprotein konvertaz-bagimli MMP ailesinin enzimleri,
ekstraseliiler matriks bazal membraninin bozulmasi ve yikilmasini saglayarak metastatik

yayilim destekler (19).

Baz1 patojenler hayatta kalabilmek icin konakg1 protein-proses mekanizmalarina uyum
sagladiklarindan, proprotein konvertazlar cesitli enfeksiydz hastaliklarin patogenezinde de
kritik 6neme sahiptirler. Antraks toksini ve Aeromonas hidrofila furin ve PC6 gibi proprotein

konvertazlari kullanirlar (19).

Patojenik viriislerin biiylik bir kismi, zarf glikoproteinlerini ayristirmak bdylelikle konakgi
hiicre membrani1 ile birlesebilen olgun proteinler meydana getirebilmek icin konakel
proprotein konvertazlarm —ozellikle furin- kullanirlar. Insan immiin yetmezligi viriis tip I
(HIV 1) ve influenza A viriisleri proteolitik aktivasyona ihtiya¢ duyarlar. Mevsimlik viriisler

ve bunlarin diistik patojenlikleri genellikle konakgi tripsin-benzeri proteazlar ile islenirlerken,
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H5N1 gibi yiiksek 0liim oranina sahip hastaliklara sebep olan suslari igeren yiiksek patojen
avian (kuslara ait) influenza viriisleri furin gibi yaygin proprotein konvertazlar tarafindan
islenirler. Influenza viriislerinin virulansi, direkt olarak proprotein konvertazlarmimn ayrisma
motiflerinin yapist ile iligkilidir (19,113).

Bunlarin  disinda RSV (respiratory syncytial virus) (114), kizamik ve diger
paramiksoviriisler ile Sitomegaloviriis, Ebola, Ebola alttiirii olan Reston, Marburg ve son
olarak insan papillomaviriisii furin aktivasyonuna ihtiya¢ duyarlar.

Proprotein konvertazlar ayn1 zamanda lipit bozukluklar1 ve ateroskleroz ile de
iligkilidirler. PCSK9, diisiik yogunluklu hepatik lipoprotein (low density lipoprotein-LDL)
reseptOriiniin bozunmasini artirir, ancak bilindigi anlamda intrinsik katalitik aktivite ile etki
etmek yerine LDL reseptoriine sikica baglanarak islem yapar ve sonra muhtemelen
halihazirda bulunan hidrolazlara baglanir Reseptor-aracili endositoz, LDL kolesterol
kleransinda primer yoldur, PCSK9’un overekspresyonu LDL kolesterol sirkiilasyon seviyesini
artirir (19).

Artan proprotein konvertaz fonksiyonu ile iligkili PCSK9 tek nokta mutasyonlari, LDL
kolesteroliin yiiksek plazma seviyeleri ile iligkili ailesel otozomal dominant hiperlipidemi ile
sonuclanabilir ve bu (ailesel otozomal dominant hiperlipidemi) erken miyokardiyal enfarktiis
ve fel¢ riskini artirir (90). Fonksiyon kaybina sebep olan mutasyonlar, murin knockout
modellerde oldugu gibi, LDL reseptor seviyelerinin ylikselmesi ile sonug¢lanir. Bu da statinler
tarafindan gelistirilen bir yolak ile, dolasimdaki lipoproteinlerin kleransinin artmasina ve
kolesterol seviyelerinin azalmasina sebep olur. Insanlar {izerinde yapilan galismalarda,
hiperkolesterolemi ve ¢ok diisiik miktarda PCSK9 sekresyonu arasinda bir iliski oldugu

gozlenmistir.

Siyah bireyler lizerinde yapilan genis ¢apl bir ¢aligmada, s6z konusu mutasyonlarin, 15
yildan daha fazla bir siirede %88 oraninda artan koroner kalp hastaliklariyla bir iligkisi oldugu

kaydedilmistir (19).

Proprotein konvertazlarin, senil plaklarin gelismesinde dolayli yoldan rol oynadigi igin
Alzheimer basta olmak tizere, cesitli noérodejeneratif hastaliklarla iligkilisi vardir. Bu
lezyonlarin esas bileseni olan B-Amiloid sekretaz enzimleri (B-site amiloid prekiirsor protein-
klavaj enzim 1; BACE-1 ve B-sekretaz) tarafindan katalizlenen bir igslem ile amiloid
prekiirsér proteininin endoproteolizi sonucu {iretilir (115). Furin ve diger proprotein

konvertazlar, plaklarin adim adim gelisimi i¢in bir 6n kosul olan BACE-1 prekiirsoriinii aktive

29



ederler (116). Ilave veriler, PC7 veya furin’in Alzheimer hastaligmin patogenezinde p-

sekretaz yolagini azaltarak, karsit bir rol oynayabilecegini ileri siirmektedirler (19)

2.6.5. Terapotik Ajanlar Olarak Proprotein Konvertazlar

Cesitli patolojik proseslerde 6nemli katkilari olmasindan dolayi, proprotein konvertazlar
potansiyel terapotik hedefler olarak gosterilmektedir. Proprotein konvertaz fonksiyonlarinin
nonspesifik inhibisyonu teorik olarak homeostazi i¢in zararli olabilirse de, proprotein
konvertaz-substrat eslesmesinin fazlaligi, kismen bu zarar1 hafifletebilir (117). Bu nedenle,
proprotein konvertazlarin spesifik, terapotik olarak hedeflenmesi gecerli bir strateji olabilir ve

bu in vitro ve sinirli in vivo veriler ile desteklenmistir.

In vitro ¢alismalar, proprotein konvertazlarin malign proseslerde cesitli rolleri oldugunu
ve tedavide kullanilabilecek potansiyel hedefler olduklarini gostermistir (92,106). Ciddi
immiin yetmezligi olan asilanmis farelerin ve invaziv skuamoz-hiicre karsinoma hatlarinin, bir
furin inhibitorii ile transfekte edilmesi timor biiylimesi ve yayilmasini azaltmistir (118).
Furinin kognat inhibitorii olan ve kimyasal olarak sentezlenen prodomaininin in vitro
kullanimi da benzer sonuglara sebep olmustur (119). In vivo ¢alismalar da, proprotein
konvertazlarin kanser tedavisinde kullanilabilecek potansiyel hedefler olduklarini

desteklemektedir.

Bir calismada, proto-onkogen aktivasyonu ile iligkili furin inaktivasyonunun, farelerde
tiikkriik bezi tiimor gelisimini geciktirdigi (120) ve diger bir ¢alisma da PC5’in intestinal timor
olusumunda koruyucu bir role sahip oldugu ileri siiriilmiistiir (121). Proprotein konvertazlarin

hedeflenen girisimleri, timdr metastazinin dnlenmesinde yeni yaklasimlar saglayabilir.

Bu enzimlerin kiigiikk molekiillii inhibitorlerinin, transgenik fare modellerinde deri
tiimorlerinin metastaz insidansini (122) ve prekiirsor membran tip 1 MMP ekspresyonu yapan
hiicre hatlarinda hiicre hareketliligini dolayisiyla metastatik potansiyeli azalttig1 gosterilmistir

(123).

Scamuffa ve ekibi tarafindan yapilan bir ¢alismada, kolon-karsinoma hiicre hatlarinda
molekiiler olarak hedeflenen proprotein konvertaz aktivitesinin IGF-I ve reseptorii ile
adhezyon molekiillerini igeren, tiimor metastazinda Onemli birgok substratin prosesinin
azalmasima sebep oldugu ve in vivo olarak karacigere metastazlarin gelisme kapasitesini

azalttig1 rapor edilmistir (124).
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Endojen PCSK9 inhibitorii olarak bilinen aneksin A2 (125), bu proprotein konvertazin
aktivitesini engelleyen yeni bilesiklerin gelistirilmesine sebep olabilir. Son veriler, antisens
oligoniikleotitlerin veya RNA interferens teknolojisinin kullanilmasi ile, farelerde, PCSK9

ekspresyonunun azaldigini gostermektedir (17).

Yaklagik 2 hafta icin Cynomolgus maymunlarina devamli uygulanan PCSK9 ile LDL
reseptoriiniin etkilesimini engelleyen insana uygun monoklonal antikorun tek bir enjeksiyonu,
LDL kolesteroliin serum seviyesinin hizlica alt sinirin da %80 daha altina diismesine sebep

olmustur (126).
2.7. Pro-opiyomelanokortin (POMC)

Adrenokortikotrofin (ACTH) prekiirsorii olan pro-opiyomelanokortin 30 yildan fazla bir
siire énce tammlanmstir. Ik olarak hipofizin 6n ve ara lobunda tespit edilmesine ragmen
deri, merkezi sinir dokusu ve plasentay1 i¢eren bir dizi dokuda eksprese edilmektedir. POMC
sentezlendikten sonra post-translasyonel islemlere ugrayarak ACTH firetiminin yani sira
biyolojik olarak aktif olan bircok peptidin iiretilmesinde de rol oynar. Bu islem doku-
spesifiktir, neticede ayni prekiirsérden dokuya bagimli olarak farkli peptit kombinasyonlari
elde edilmektedir. Bu peptitlerin pigmentasyondan, adrenal fonksiyona hatta beslenmenin
diizenlenmesine kadar bir¢cok biyolojik olayda rolii vardir. POMC’nin bu kompleks diizeyi,
tek bir proteinin post-translasyonel modifikasyon ile ¢ok cesitli roller oynamasina sebep olan

prohormon prosesine tipik bir model olusturmaktadir (127).

POMC hipofiz, beyin, deri ve diger periferal dokularda lokalize olmustur. Bir hiicrede
gosterilen bu 6zgiin enzim profili, sentezlenen ve salgilanan hormonal ligand (melanokortin)
dogasini belirlemektedir: melanotropik peptitler (a-MSH B-lipotropin, A-MSH), kortikotropin
(ACTH), gesitli endorfinler (6rn; metenkefalin) (14).

Insan plasentasinda en az birkag¢ opioid reseptdriiniin bulundugu &nceki caligmalarda
gosterilmistir. Ornegin Belisle S ve arkadaslar1 1988 yilinda yaptiklar1 calismada, k opioid
reseptorlerinin homojen bir populasyonunun insan plasentasindaki varligini tespit etmislerdir.
(128). Ayrica opioid peptitlerin insan plasental villus dokusunda sentezlendigi gosterilmistir.

Bunlar B-endorfin (129), metenkefalin (130) ve multipl dinorfinleri (131) icermektedir.

Opioid reseptorlerin ve peptitlerin plasentadaki fizyolojik rolii tam olarak

anlagilamamigtir. Trofoblast dokusundan asetilkolin (132) ve hCG (133) sekresyonunu
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diizenleyen, insan plasental laktojenin serbest birakilmasini saglayan (128) plasental opioid

reseptorleri gostermek icin farkl in vitro sistemler kullanilmistir (61).
2.8. FOX03A

FOXO3A (forkhead box, class O, 3a) esas olarak hematopoetik hiicrelerde eksprese olan
bir transkripsiyon faktoriidiir (15). FOXO3A ( FKHRL1); FOXOla ( FKHR), ve FOXO4a
(AFX)’y1 igeren ve biliylime faktor reseptor-indiikleyici tarafindan aktive edilen
fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/AKT (veya protein kinaz B) sinyal yolagi tarafindan

diizenlenen memeli forkhead transkripsiyon faktorleri ailesindendir (134).

Metabolism

Food intake Gluconeogeneasis
Pomc GEP

Strass

Autophagy Sprouty2  Bigl Resistance
Angiogenesis  Differentiation

Development

Sekil 2.8.1: FOXO transkripsiyon faktorlerinin hiicrelerde ve organizmadaki rollerinin

sematik gdsterimi (16).

Forkhead transkripsiyon faktorlerinin FoxO ailesi; stres direnci, metabolizma, hiicre-
siklus arresti ve apoptozisi igeren hedef genlerin up-regiilasyonu ile tiimdr siipresyonu ve
uzun yasam i¢in onemli rol oynar. FoxO transkripsiyon faktorleri spesifik-gen ekspresyon
programlar1 icinde insiilin, biliyiime faktorleri, besinler ve oksidatif stresi igeren cesitli
cevresel uyarilar1 etkilerler. Bu g¢evresel uyarilar ilk olarak FoxO’nun sub-selliiler
lokalizasyonunu diizenleyerek transkripsiyonel aktivitesini ve DNA-baglanma 6zelliklerini
kontrol ederler. FoxO aktivitesinin kontrolii yaslanmanin Onlenmesi ve Kkanser,
norodejeneratif hastaliklar ile diyabeti iceren yasa bagli hastaliklarin olusmasini 6nlemede

kritik role sahiptir (15,16).

FoxO proteinleri ayrica kan, kas ve adipoz dokuda hiicre farklilasmasinda, gelismelerinde

rol oynayabilecek sekilde diizenlemeler yapar (135) ve bu transkripsiyon faktorleri insiilin,
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IGF-I, diger biiylime faktorleri, ndrotrofinler, besinler, sitokinler ve oksidatif stres uyaranlari

gibi ¢ok cesitli eksternal uyaranlar tarafindan diizenlenirler (16).

Forkhead ailesinin transkripsiyon faktorlerinin post-translasyonel diizenlenmesi
asetilasyon/deasetilasyon mekanizmasi ile yapilir (136). Ayrica FOXO3A transkripsiyonel
aktivitesi ubikuitinasyon ve fosforilasyonu igeren birgcok mekanizma tarafindan diizenlenir
(15). AKT aktivasyonu, forkhead transkripsiyon faktorlerinin fosforilasyonuna sebep olur.
FOXO3A fosforilasyonu kendisinin nukleustan sitozole yeniden dagilmasina olanak verir,
boylece DNA’ya baglanmasi ve transkripsiyonel aktivitesi azalir. Memeli hiicrelerinde
yapilan caligmalar; fosforilasyonunun azaltilmasi ve niikleer igeriginin artirilmasi sonucu
FOXO3A’nin aktiflestirilmesinin, farkli hiicre tiplerinde apoptotik proteinlerin ekspresyonunu

veya hiicre siklus arrestini uyardigini gostermektedir (134).

FOXO3A eksikligi olan farelerde ve insan lenfositlerinin kullanildig1 in vitro 6l¢iimlerde;
FOXO3A fosforilasyonunu indiikleyen AKT, ERK ve IKK kinaz aktivitelerinin artmasina
bagli olarak CD34+ kok hiicreleri, T hiicre progenitdrleri ve matiir merkezi hafiza CD4+ T
hiicrelerinin korundugu gosterilmistir. FOXO3A transkripsiyon aktivitesinin fosforilasyon ile
kontrolii, ayrica, BTG-1 ekspresyonu aracili gerceklesen eritroid seri farklilagmasi ve Bcl-6

ile Bim aracili B-hiicre progenitorlerinin farklilasmasi i¢in gereklidir (15).

STATS3; lenfosit sessizliginde ve T-hiicre aktivasyonunun baskilanmasinda rol oynayan
FoxO1 ve FOXO3A’nin sub-sellular lokasyonunun kontrol mekanizmalarina katkida bulunur

(15,16).

Ilging olan bir diger fonksiyonu ise, FOXO3A yolagmnin, IL-6 ve TNF-a gibi anahtar pro-
inflamatuvar molekiillerin {iretimini  arttirarak  dendritik  hiicrelerin  fonksiyonlarini
diizenlemesi ve IL-5 stimiilasyonu ile natural killer hiicrelerin hayatta kalmalarini
saglamasidir. Tim bu gozlemler FOXO3A sinyal yolaginin, hematopoezisin tiim

basamaklarinda rol oynadigin1 géstermektedir (15).

FOXO3A, pro-apoptotik genlerin (Bim, Noxa, Puma, FasL ve TRAIL gibi), anti-
proliferatif genlerin (p21, p27, pl130, siklin G2 ve GADD45’1 igeren), serbest oksijen
radikallerinin detoksifikasyonunda rol oynayan genlerin (superoksit dismutaz ve katalaz),
glukoz metabolizmasini diizenleyen genlerin (glukoz-6-fosfataz gibi), ve diferansiyasyon
isleminde gorev alan genlerin (Bcl-6 ve BTG-1’1 igeren) transkripsiyonunu indiikler (15).

FOXO3A, noronlarda NGF iptalinden sorumlu BIM (BCL2 interacting mediator of cell
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death) ekspresyonunun diizenlenmesinde Onemlidir ve AKT-FOXO3A aksisindeki
degisikliklerin, hipoksi-iskemi’den veya ER stresinden sorumlu noéronlardaki BIM
ekspresyonunu etkiledigi rapor edilmistir (134). Ayrica FOXO3A, sitokinlerin geri
cekilmesinden ve diger sitotoksik uyarilardan sorumlu olan PUMA (p53 upregulated
modulator of apoptosis) ekspresyonunun diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. ER stres
durumunda FOXO3A defosforilasyona ve niiklear translokasyona ydnelir, bu modifikasyon

ile transkripsiyonel olarak aktive olur (15,134).

PTEN, insan tiimdrlerinde yaygin olarak mutasyona ugrayan genlerden biridir ve FOXO
proteinlerinin PTEN tiimor supresif aktivitesinin, her ne kadar hedef molekiilleri ve
mekanizmalar1 tam olarak anlagilamamis olsa da, onemli “downstream effektorleri” oldugu

rapor edilmistir (137).

FOXO3A DNA hasarin1 diizenler ve DNA onarim mekanizmalarii stimiile eder. Ayni
zamanda FOXO transkripsiyon faktorleri tlimoér nekrozis faktor reseptor ligand ve Fas

ligandin diizenlenmesinde rol oynar (138).

Fareler ve insanlardaki FOXO3A transkripsiyonal aktivitesinin down-regiilasyonu, ayrica
aterosklerotik plak olusumu ve artrit gibi otoimmun ve inflamatuvar hastaliklarla iliskilidir.
Diger taraftan Foxo3 aktivitesini arttiran kosullar Parkinson ve Alzheimer gibi ndrodejeneratif
hastaliklara, hipoksi/iskemi veya felgten sonra beyin hasarina ve kardiyomiyosit

disfonksiyonlarina sebep olur (15).

Ayrica FOXO3A’nin yiiksek oranda fosforile olmus ve sitoplazmik olarak ayrismis
formunun akut miyelojen 16semi (AML)’de prognostik degerinin oldugu bildirilmistir. Insan

timorlerinde, p53’iin aksine FOXO3 A mutasyonlar1 heniiz tam olarak bulunamamistir (139).

FOXO3A yolaginin diizenlenmesindeki bozukluk, meme, kolorektal, gastrik ve losemi,
lenfoma, myeloma gibi pankreatik bircok hastalikla iliskilidir. Birgok tiimdriin microRNA-
155, imatinib, tamoksifen, ve tiim trans retinoik asitler gibi kimyasal ilaclarla tedavisinin,
Bim, Puma ve TRAIL ekspresyonunun artmasina bagli olarak FOXO3A’ nin pro-apoptotik
aktivitesinin indiiklenmesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Essafi ve arkadaslari yakin
zamanda yaptiklar1 bir calismada kanser hiicrelerindeki ekzojen FOXO3A proteinlerinin
dagilimmin ¢esitli kanserlerin tedavisinde yeni bir potansiyel terapotik strateji olabilecegini

gostermislerdir (15).
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2.9. ABORTUSLAR

Gebeligin, fetusun hayatta kalmaya yetecek kadar gelismesinden 6nce herhangi bir yolla
sonlanmasina veya agirligi1 500 gr’dan az olan fetusun dogurtulmasina abortus (diisiik) denir.
1977°de Diinya Saglik Teskilati’nin (World Health Organization) (WHO) gebelik iiriiniiniin
agirligr ve gebelik siirecini kriter alarak getirdigi tanima gore ise; 20. gebelik haftasindan
once, 500 gramdan daha az embriyo veya fetus ve eklerinin, tamaminin ya da bir kisminin
uterus kavitesi digina atilmasi olayimna abortus denilmektedir (1). Spontan abortuslarin ¢ogu
embriyonun Olimiinden sonraki bir-li¢ hafta arasinda gerceklesir. Baslangigta desidua
bazaliste kanama meydana gelir ve implantasyon yerinde inflamasyon ve nekroz olusur.
Abortus nedeniyle olan vajinal kanamalar birinci ve ikinci trimesterde olan kanamalar
arasinda ilk sirada yer almaktadir. Abortuslar kanama yapmasi diginda neden oldugu obstetrik

komplikasyonlar sebebiyle de 6nemli bir patolojidir.
Abortuslarin siiflandirilmasi;
A) Olus zamanlarina gore:

1) Subklinik abortus (Belirlenemeyen abortus): Bu tip abortus fekundasyondan hemen
sonraki giinlerde gerceklesir ve kadin gebe kaldigini fark etmeden ya zamaninda bir menstriiel

kanama ya da birkag giin geciken bir menstriiel kanama ile gebelik sonlanir.

2) Erken abortus: Onikinci gebelik haftasinin sonuna kadar olusan, ¢ogunlukla kromozomal
anomalilerin yol actig1 abortus tipidir. Abortuslarin %80 den fazlas1 ilk 12 haftada olmaktadir.

Sonraki donemde diisiik oranlarinda hizl bir diisiis olur (140).
3) Gec abortus: Gebeligin 13-20 haftalar1 arasinda olusan abortuslardir.

B) Tamamlanma sekline gore:

1) Komplet abortuslar: Embriyo veya fetus ve eklerinin tamamen uterus kavitesi disina

atilmasidir.

2) inkomplet abortuslar: Embriyo veya fetus ve eklerinin bir kismimin uterus kavitesi disina

atilip, bir kisminin ise kavitede kaldigi durumdur (141).
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C) Olus sekillerine gore:

1) Spontan abortuslar: Gebeligin 20. gestasyonel haftadan 6nce herhangi bir mekanik ya da
farmakolojik miidahale ve zorlama olmadan sonlanmasidir. Kadin yas1 arttikca spontan

abortus riski artar (142).

2) Zorlanmis (provake) abortuslar: iki grupta incelenir;

a) Medikal abortus (Terapotik abortus): Maternal agir sistemik hastaliklar, bobrek
hastaliklar1, kalp hastaliklari, gebelik psikozu, sarilik, kanser veya fetusda anomali tespiti,
gebelikte teratojenik ila¢ kullanilmasi, genetik hastalik saptanmasi, pelvise asir1 radyasyon
uygulanmasi, fenilketonuri-galaktozemi gibi dogustan metabolik hastaliklarin varligr gibi

tibbi endikasyonlar nedeniyle gebeligin sonlandirilmasidir.

b) istemli (Kriminal, Elektif ) Abortuslar: Ortada anne ve fetus agisindan hicbir tibbi sorun

yokken, istenmeyen bir gebelik olgusunun 20. gebelik haftasindan 6nce sonlandirilmasidir.

D) Klinik seyrine gore abortuslar bes grupta incelenir;
1) Abortus imminens (Diistik tehdidi)

2) Abortus incipiens (Onlenemeyen diisiik)

3) Missed abortuslar

4) Habituel abortuslar

5) Septik abortuslar

1) Abortus imminens (Diisiik tehdidi): Yirminci gebelik haftasindan 6nce vajinal kanama
olmas1 seklinde tanimlanir. Erken gebelikte kanamasi olan kadinlarin yaklagik yarisinda

abortus olur (143).

2) Abortus incipiens (Onlenemeyen diisiik): Kaginilmaz veya tam olmayan diisiiklerde,
fetal yasam devam edemez ve bu nedenle gebeligi korumaya yonelik eylemler endike
degildir. Daha fazla maternal kanama veya enfeksiyon komplikasyonlarini onlemek igin

uterus bosaltilarak gebelik sonlandirilir.

3) Missed abortus: Fetusun uzun siiredir 6lmiis oldugu halde uterus kavitesi digina

atilmamasi, inutero olarak kalmasi olarak tanimlanir. Intrauterin fetal viabilite kaybinin

36



oldugu ancak diger abortus tiplerinde goriilen kanama, servikal dilatasyon gibi bulgularin
olmadigi durumdur. Olii fetusun atilmama nedeni kesin bilinmemektedir. Giiniimiizde
ultrasonografinin yaygm kullanimiyla ve B- hCG’nin ylikselmediginin saptanmasiyla

hastalara missed abortus tanist kolayca konulabilmektedir.

Missed abortusun en 6nemli komplikasyonu dissemine intravaskiiler koagiilasyondur
(DIC). Plasentadaki yiiksek miktardaki tromboplastin aktivatorii, DIC’1 tetikleyen en énemli
faktordiir. DIC riski gestasyonel yas ve fetal 6liimiin iizerinden gegen siire ile direkt iligkilidir.
Dort haftadan once risk ¢ok diigiiktiir. Missed abortus tedavisi cerrahi ya da medikal olarak

uterusun bosaltilmasidir.

4) Habitiiel abortuslar (Rekiirren abortus): Son menstriiasyon tarihinden itibaren 20.
gebelik haftasindan dnce klinik olarak fark edilmis, {ic veya daha fazla gebelik kaybi1 olarak
tanimlanir.  Etyolojide anatomik anomaliler %12-16, endokrinolojik sorunlar %17-20,
enfeksiyonlar %0.5-5, antifosfolipid antikor sendromu dahil immunolojik faktorler %20-50

oraninda tekrarlayan gebelik kaybu ile iligkili bulunmustur.

5) Septik abortuslar: Sahsin kendisi veya bagkalar tarafindan paramedikal aletler
kullanilarak diisiik yaptirilarak (kriminal abortus), genital organlarda enfeksiyon meydana

gelmesi ile sonuglanan diisiik sekline septik abortus denir (144).
INSIDANS:

Klinik olarak fark edilmis gebeliklerin yaklasik olarak 9%12-15’1, 4. ile 20. gebelik
haftalar1 arasinda abortus ile sonlanir. Hassas insan koryonik gonadotropin (hCGQG) kitlerinin
kullanildig1 ¢alismalarda implantasyondan sonraki gebelik kayiplarinin ger¢ek orani % 31
olarak bulunmustur (141). Ge¢misteki obstetrik Oykiisiinden bagimsiz olarak, klinik olarak
taninmig spontan gebelik kaybi riski yagla birlikte artmaktadir. 30 yasin altindaki kadinlarda
risk %7-15 iken, 35-40 yas arasi risk %17-28 dir. 40 yas sonrast kadinlarda risk %34-52"dir
(145,146). Eger tanimlanmig ve fark edilmeyen gebelik kayiplari goz oniine alinirsa, 40 yas
iistii kadinlardaki gebelik kayb1 %75 veya daha fazla olabilir.

PATOLOJI:

Desidua bazalis icine kanama ve kanamaya bitisik dokularda nekrotik degisiklikler
genellikle abortusa eslik eden durumlardir. Gebelik iirlinii kismen veya tamamen desidua

bazalisten ayrilir ve bdylece uterus yabanci cismi atmak i¢in kontraksiyonlara baglar (147).
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Tiim abortus materyallerinin histolojik incelemesinde plasental villuslarda dejenerasyon
goriilmistiir (148). Kapsiil degisken kalinliktadir ve dejenere koryonik villus her yanina

dagilmistir.
TESHIS:

Tanida Oncelikle yapilmasi gereken dikkatli bir 6ykii almaktir. Son adet tarihi 6zellikle
sorgulanmali ve adet diizeni mutlak sorulmalidir. Bu hastalarin ayirici tanisinda olas1 servikal
polipler, vajinit, servikal karsinom, gestasyonel trofoblastik hastalik, ektopik gebelik, alt
genital traktiis travmalar1 ve yabanci cisim diisiiniilmelidir. Eger gebelik onceden biliniyorsa

gebelikte yapilan muayene ve laboratuar bulgulart sorgulanmalidir.

Ultrasonografi, erken gebelik kayiplarinin tanisinda en c¢ok bilgi veren ve ayirici tani
yapmay1 saglayan basit ve wucuz bir tam aracidir. ilk trimester kanamalarinin
degerlendirilmesinde temel bir role sahiptir. Ciinkii gebeligin intrauterin olup olmadigi;

intrauterin ise, embriyonun canli olup olmadigini en kisa yoldan gosteren yontemdir.

hCG sinsityotrofoblastlarda iiretilen bir glikoproteindir. hCG’nin ikiye katlanma zamani
gestasyonel yasla korelasyon gdosterir (149). Serum progesteronu; hCG seviyelerine bakilma
ve ultrasonografi yapma imkami olmayan yerlerde, normal ve anormal gebeliklerin

ongoriilmesinde kullanilabilir (150).
ETYOLOJI:

Abortuslarin %80’den fazlasi ilk 12 hafta i¢inde olur ve bu oran bundan sonra hizla diiser
(142). Etyolojiyi fetal, maternal, paternal nedenler olarak {ice ayirabiliriz. Fetusa ait sebepler
malformasyonlar ve kromozom anomalileridir. Maternal faktorler arasinda enfeksiyonlar,
immunolojik faktorler, endokrin bozukluklar, uterus anomalileri, kronik debilizan hastaliklar,

ilag kullanimi, ¢evresel faktorler, travma ve laparotomi sayilabilir.

1) Fetusa ait faktorler: Erken abortuslarin neredeyse yarisina kromozomal anomaliler neden
olur. Kromozomal anomalilerin yaklasik dortte birinin annedeki, %5’inin de babadaki
gametogenez hatalarina bagli oldugu soylenmistir (151). Otozomal trizomi, ilk trimester

abortuslariyla ilgili en sik rastlanan kromozomal anomalidir.

2) Maternal faktorler: Anneye ait faktorler daha ziyade birinci trimester sonu ile ikinci

trimester abortuslarina sebep olur.
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a) Enfeksiyonlar: Enfeksiyonlar gebelik kayiplarimin potansiyel sebepleri arasinda yer
almakla beraber ¢ok tartigmali bir konudur. Diistliklerde spesifik enfeksiyoz ajanlarin risk
faktorii olarak ileri siriildiigii periyodik raporlara ragmen bakteriyel veya viral
enfeksiyonlarin tekrarlayan gebelik kayiplarina neden oldugu konusunda kesin kanitlar
yoktur. Enfeksiyoz organizmalarin gebelik kaybia yol agmasinda mekanizmalar halen

belirsizdir.

Bazi viriislerin dogrudan fetusu ve plasentay: infekte ederek, villus enfeksiyonu ve doku
hasar ile gebelik kaybina yol actig1 diisiiniilmektedir. Patolojik organizmalara karsi olusan
immun yanit gebelik kaybi ile iligkili olabilir. Baska bir teori ise fetusun otoimmun olarak
reddini Onleyen mekanizma enfekte olmus plasentanin tanimmmasmi ve enfeksiyondan
temizlenmesini Onleyerek patojen mikro organizmanin engellenmeden ¢ogalmasini

saglayabilir (152,153).

b) Endokrin bozukluklar: Tiroid hastaligi, diabetes mellitus, polikistik over sendromu ve
luteal faz defektleri artmuis gebelik kaybi riskini etkileyen faktorler arasindadir. Tiroid
hastalig1 olan kadinlarda siklikla ovulatuar disfonksiyon ve luteal faz defekti gibi {ireme
anormallikleri bulunur (154). Metabolik regiilasyonu iyi olan diyabetik kadinlarin gebelik
kayb1 yasama ihtimali nondiyabetik kadinlardan fazla degildir. Fakat ilk trimesterde artmis
kan glukoz ve glikolize hemoglobin seviyeleri olan diyabetik kadinlar, spontan diisiikler i¢in
onemli Ol¢lide artmis risk altindadir. Hem spontan abortus hem de major konjenital

malformasyonlar insiiline bagimli diyabeti olan kadinlarda artmistir (155).

Ovulasyondan gebeligin 7-9. haftalarina kadar gecen siiredeki erken gebeligin devami
korpus luteumdan progesteron iiretimine baglidir. Gebeligin onuncu haftasindan dnce olusan
gebelik kayiplar1 progesteronun normal diizeyde tliretimi veya kullanimi ile iligkili bir dizi
degisiklikten kaynaklanabilir. Luteal faz yetmezligi ve luteal faz defektleri belli basl luteal
fonksiyonlarin  uygunsuzlugu ile oOzellikle potansiyel implantasyon bdolgelerindeki
endometriyum gelisiminin yetersiz veya uygunsuz olmasi sonucunda kotii obstetrik sonuglara
yol acar. Luteal faz defektlerinin bazilarinda luteinizan hormonunun fazla salgilanmasini1 da
iceren ¢esitli sebepler vardir. Bircok caligma artmig LH seviyeleri ile tekrarlayan gebelik
kayiplar1 arasinda iliski saptamigtir. Gegmiste bu iliski, LH’1n kendisinin yan etkilerine ya da
polikistik over sendromlu kadinlarda LH’1n indiikledigi hiperandrojenizme dayandirilmistir

(156).
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¢) Beslenme bozukluklari: Cok ileri derecedeki beslenme bozukluklarinin abortusa yol
acabilecegi vurgulanmaktadir. Diyette herhangi bir besin eksikliginin ya da tiim besinlerin

orta derecedeki eksikliginin abortusta rolii olduguna dair kesin bir veri yoktur.

d) Toksik etkenler: Bir¢ok calisma sigara icimi ve diisiik riski arasindaki iligkiyi
incelemistir. Bu calismalar genel olarak sigara igmenin doza bagimli bir sekilde spontan
abortus riskini attirdigi sonucunu desteklemektedir. Sorumlu mekanizmalar belli degildir
fakat sigara dumanindaki nikotin, karbondioksit, siyaniir dahil bazi maddelerin
vazokonstruktif ve antimetabolik etkileri plasental yetmezlige yol agabilir (157). Gebeligin ilk
sekiz haftasinda, sik alkol kullanimi hem spontan abortus hem de fetal anomalilere neden
olabilir (158). Maternal kafein tiiketimi ile diisiik riski arasindaki iligkiyi inceleyen ¢ogu
calisma agir kafein tiiketiminin (glinde 300mg’dan fazla- {i¢ fincan kahveye es deger),
spontan abortus riskinde hafif (iki kattan az) bir artis ile iliskili oldugunu bulmustur (159).

e) Genital organ anomalileri, pozisyon bozukluklari ve tiimérleri: Uterin anomaliler uzun
zamandir gebelik kayiplar1 ve obstetrik komplikasyonlar ile iligkilendirilmektedir. Konjenital
uterin malformasyonlu kadinlardaki gebelik kayiplarinin  patogenezi tam olarak
bilinmemektedir. Fakat genel olarak azalmis intrauterin hacimle veya vaskiiler destegin
azalmasiyla iligkilendirilmistir (160). Uterus kavitesini ¢ok kiigiilten konjenital anomaliler
(flizyon bozukluklari, bikornuat uterus, uterin septum v.s) myom, fibromyomlar (6zellikle
submuk6z ve intramural olanlar) genelde gec abortus insidansinda artisa neden olurlar.
Bikornuat uteruslu kadinlarda yapilan calismalarda diisiikk orani yaklasik %30 olarak
bulunmustur. Konjenital uterin anomalilerle iligkili olarak olusan servikal yetmezlik insidansi

bikornuat uterusu olanlarda en yiiksektir (161).

f) Travmalar: Gebeligin 14. haftasindan o©nceki donemlerdeki elektrik c¢arpmalari,
amniyosentez girisimleri, atesli ve delici silah yaralanmalari, trafik kazalar1 ve ekstra genital

orjinli peritonitis tablolar1 sayilabilir (144).

g) Immiinolojik hastahklar: Immun tolerans sistemi yetersiz olan olgularda fetus
immunolojik olarak reddedilir. Sorumlu immunolojik mekanizma gebeligin sonlandigi
devreye bagl olarak degisir. Preimplantasyon doneminde ve implantasyonun sonuna kadar
(13. gilin) hiicresel immun mekanizma erken abortuslardan sorumludur. Kan grubu
uyusmazliklarinda 6zellikle ABO, Rh, Kelly ve subgrup uyusmazliklar1 abortusa neden olur.

Paternal ve maternal orjinli antijenlerin bazen benzerlikleri, bazen de farkliliklar1 abortusa
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neden olabilir (162). Implante olan fetusun annenin bagisiklik sistemi tarafindan fark
edilmesini Onlemeye yonelik bir¢ok mekanizma var ise de hem insan hem de hayvan
calismalar1 fetal antijenlere kars1 olugsmus bagisiklik cevaplarinin varligini gostermistir. Bu

cevabin maternal fetal ylizeyde kontrolii kritik &neme sahiptir.

Progesteronun iireme sistemindeki bagisikligi baskilayic1 etkisini, implante olan
semiallojenik  fetusun devamliliginin  saglanmasinda kismen sorumlu oldugu One
stirilmektedir (163). Gebelige 6zgii antijenlere karst humoral cevap olusur ve tekrarlayan
gebelik kayiplar1 olan hastalarda endometriyum antijenlerine karsi gelismis bir humoral cevap

olusabilir (164).

3) Paternal faktorler: Bu konuda c¢ok az sey bilinmektedir. Spermdeki transloke
kromozomlar abortusa yol agabilmektedir. Steril erkeklerden elde edilen sperm Orneklerinin
%40’inda adenovirus ya da herpes simplex virlisii bulunmustur. Gametlerin fertilizasyon
oncesi kadin genital sisteminde yaslanmasi abortus ihtimalini arttirmaktadir. Oligospermi
veya hiperspermi, sperm DNA iceriginin anormal miktarda azalmasina yol agarak abortusa

neden olabilir (144).
TEDAVI:

Spontan abortus tanisi kesin olarak konduktan sonra ii¢ yaklasim uygulanabilir:
e Cerrahi tedavi
e Medikal tedavi

e lzleyici yaklasim

Cerrahi teknikler:

1) Dilatasyon ve Kiiretaj: Ulkemizde ve diinyada en sik uygulanan, ¢ok etkili ve giivenli bir
tedavi seklidir. Gebelik canli degilse, hastanin atesi, enfeksiyon bulgulari, inat¢1 ve fazla
miktarda kanamasi varsa veya takip olanaklar1 kisitliysa gereklidir. Kiiretaj materyali
patolojik  degerlendirmeden gegirilmeli, gerekli durumlarda genetik degerlendirme

yapilmalidir.

2) Histeretomi, histerektomi: Giliniimiizde bir abortus yontemi olarak kullanilmaz.
Histeretomi prensip olarak kiiclik bir sezaryen ameliyati, histerektomi ise tibbi endikasyon
varsa uygulanan bir yontemdir. Bu yontemler postoperatif morbidite yiiksekligi nedeniyle

fazla kullanilmaz.
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Medikal tedavi: Cerrahi tedaviden kaginan, spontan rezolusyon i¢in beklemeyen olgular igin
bir secimdir. Abortus indiiksiyonu sirasinda dilatasyon nedeniyle meydana gelebilecek
servikal travmalarin 6niine gegebilmek i¢in serviksin dnceden hazirlanmasi amaglanmaktadir.

Bu amagla PGEI1 (mizoprostol) kullanilmasi dnerilmektedir.

Oksitosin perfiizyonu, intraamniotik hipertonik maddeler (hipertonik tuz soliisyonu ve
hipertonik iire), rivanol, RU—486(mifepriston) ve prostaglandinler medikal abortus yaptirmak

icin kullanilan yontemlerdir

Izleyici yaklasim: Hastada cerrahi girisimi zorunlu kilan komplikasyonlarin hicbiri yoksa

konservatif kalinabilir. Olgularin ¢ogunda 72 saat i¢cinde olay sonuglanir.
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3. GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan insan doku 6rnekleri, histokimyasal, immunohistokimyasal boyama
icin gerekli sarf ve kimyasal malzemeler ile hizmet alimi1 seklinde gerceklestirilen RT-PCR
calismasi, Celal Bayar Universitesi Bilimsel Arastirma Fonu tarafindan 2012/010 nolu proje

ile desteklenmistir.

Calismaya Celal Bayar Universitesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum bdliimiine basvuran,
gebeligin sonlandirilmast karari verilmis missed abortus tanili ve 10 hafta alti gebelik
evokuasyonu istemi ile bagvuran 10’ar hasta alindi. Her iki hasta grubundan endometriyal ve
plasental doku ornekleri klasik doku takibi yontemi ile bloklandi ve seri kesitleri alindi.
Materyaller iki gruba ayrilarak incelendi. Seri kesitlerin birinci grubuna THC uygulandi ve
TNF-o0, TGF-B2, IGF-I, POMC, FOXO3A, PC4, PC6, PC7 ve FURIN primer antikorlari ile
immiinohistokimyasal boyamalar uygulandi. Boyanan hiicre sayist H-Skor [X n (1 + 1)]
teknigi ile hesaplandi. Seri kesitlerin ikinci grubundan mRNA elde edildi ve PCSK4, PCSKS,
PCSK7, FURIN ve ACTB (AB applied biosystems Tagman Gene Expression Assays)
primerleri kullanilarak RT-PCR ile gen ekspresyon diizeylerine bakildi.

3.1. HEMATOKSILEN-EOZIN BOYAMA PROTOKOLU
Kullanilan Malzemeler:

e Ksilen (Sigma-Aldrich, St. Louis USA.)

e Alkol (Sigma-Aldrich, St. Louis USA.)

e Hematoksilen (Invitrogen, Paisley, UK.)

e Asitalkol

e Eozin (Surgipath, Cambridgeshire, UK.)

e Entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany)

Boyama Yontemi

Boyanacak preparatlar 60°C’lik etiivde 1 gece bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra
boyama baglatildi.
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1. Ksilen I (30 dak.)

2. Ksilen IT (30 dak.)
3. % 95 alkol (2 dak.)
4. % 80 alkol (2 dak.)
5. % 70 alkol (2 dak.)
6. % 60 alkol (2 dak.)

7. Akar su (5 dak.)
8. Hematoksilen (5 dak.)
9. Akarsu (5 dak.)
10. Asit alkol (1-2 saniye)
11. Akar su (5 dak.)
12. Eozin (3 dak.)
13. Akar su (5 dak.)
14. % 80 alkol (1 dak.)
15. % 95 alkol (2 dak.)
16. Havada kurutma (1-2 dak.)
17. Ksilen (1 saat)
18. Entellan ile kapama
3.2. INDIREKT IMMUNOHISTOKIMYA PROTOKOLU

Kullanilan Malzemeler:

e Ksilen (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.)

e Alkol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.)

e PBS (Fosfat Buffer Soliisyonu) (Kat. No: 041M8227, Sigma-Aldrich, St. Louis,USA.)
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e Tripsin (Kat. No: 00-3008; Invitrogen, Paisley, UK.)

e Immunohistokimya kalemi (Kat. No: 00-8877; Invitrogen, Paisley, UK.)

e % 3’liik Hidrojen Peroksidaz (Merck, Darmstadt, Germany)

e Sekonder Antikor (Histostain Plus Bulk Kit; Invitrogen, Paisley, UK.)

¢ DAB Kit (DAB-Plus Substrate Kit; Invitrogen, Paisley, UK.)

e Mayer’s Hematoksilen Soliisyonu (ScyTek Laboratories, Logan, Utah, USA.)
e Entellan (10-20/21; Merck, Darmstadt, Germany)

Primer Antikorlar

e Anti-Furin antikoru (Katalog No; NB100-1903, Novus Biologicals)

e Anti-PC4 antikoru (Katalog No; ab23594, abcam)

e Anti-PC6 antikoru (Katalog No; ab39873, abcam)

e Anti-PCSK7 antikoru (Katalog No; HPA043181, SIGMA)

e Anti-TNF-a antikoru (Katalog No; NBP1-47581, Novus Biologicals)

o Anti-TGF—2 (Katalog No; NBP1-74549, Novus Biologicals)

e Anti-IGF-I antikoru (Katalog No; NB100-92556, Novus Biologicals)

e Anti-POMC antikoru (Katalog No; PAB17131, Novus Biologicals)

e Anti-FOXO3A antikoru (Katalog No; NBP1-19826, Novus Biologicals)

Boyama Yontemi
Immunohistokimyasal yontemle boyanacak preparatlar 60°C’lik etiivde 1 gece bekletilip

deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama baslatildi.
19. Ksilen (30 dak)
20. Ksilen (30 dak)
21. % 95 alkol (2 dak)
22. % 80 alkol (2 dak)
23. % 70 alkol (2 dak)
24. % 60 alkol (2 dak)

25. Distile su (15 dak)
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26. Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip dokularin kurumasini ve
uygulanacak maddelerin lam {izerinde dagilmasinm1  engellemek amaciyla,

immunohistokimya kalemi ile ¢evresine daire ¢izildi. Uzerine PBS damlatild.
27. Tripsin (10 dk 37°C Etiiv’de)
28. PBS’le yikama gergeklestirildi (3X5 dk)
29. %3’liikk Hidrojen Peroksidaz (5 dak)
30. PBS’le yikama gerceklestirildi (3X5 dk)
31. Bloking soliisyonu damlatildi (1 saat)
32. Primer Antikor damlatildi, bir gece +4 °C’de bekletildi
33. PBS’le yikama gerceklestirildi (3X5 dk)
34. Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi (30 dk)
35. PBS’le yikama gerceklestirildi (3X5 dk)

36. Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) uygulandi (30
dk)

37. PBS’le yikama gerceklestirildi (3X5 dk)
38. DAB boyamasi yapildi (4 dk)

39. Distile su ile yikand1

40. Mayers hematoksilen (3 dk)

41. Distile su ile yikandi

42. %80 etil alkol (1 dk)

43. %090 etil alkol (1 dk)

44. Ksilen (30 dk)

45. Entellan ile kapatildi
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Immunohistokimyasal yéntemle boyanan preparatlar, boyanma derecelerine gére kuvvetli

(+++), orta (++), ve zayif (+) olarak tanimlandi. Gruplara ait desidua ve plasenta 6rneklerinin,

primer antikorlarla boyanmasi sonucu elde edilen immunoreaktivite sonuglart H skor

degerleri hesaplanarak Mann Whitney istatistik test yontemi ile karsilastirildi. p<0,05 degeri,

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.3. RT-PCR (real-time polimerase chain reaction) PROTOKOLU

1. RNA Purifikasyon Kit (Norgen Biotek Corporation; Kod:25300)

Digestion Buffer (20 ml)

Binding Solution (20 ml)

Enzyme Incubation Buffer (6 ml)

Wash Solution (22 ml)

Elution Solution (6 ml)

Proteinase K (12 mg)

Dnase 1 (200 pl)

Mini Spin Columns (50)

Collection Tubes (50)

Elution Tubes (1,7 ml) (50)

Product Insert (1)

95-100 % Etanol

Ksilen (histolojik derecede)

B-mercaptoethanol (opsiyonal)
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A. Purifikasyon Yontemi
1. Deparafinizasyon
a. Parafin bloklardan 20 um kalinliginda 10-20 kesit alind1
b. RNase-free mikrosantrifuj tiiplerine transfer edildi
c. Orneklerin iistiine 1 ml ksilen eklenerek vortekslendi
d. 50°C’de, 5 dakika inkiibe edildi
e. Ornekler 14,000 x g (~14,000 RPM)’ de, 2 dakika boyunca santrifiij edildi
f. Pelletler yerinden oynatilmayacak sekilde ksilen uzaklastirildi
g. 1 ml %95-100 etanol eklenerek, vorteks yapildi
h. Ornekler 14,000 x g (~14,000 RPM)’de, 2 dakika boyunca santrifiij edildi
i. Pelletler yerinden oynatilmayacak sekilde etanol uzaklastirildi
j.  lgve li arasindaki basamaklar ikinci kez tekrarlandi

k. Pelletler yaklasik 10 dakika, oda sicakliginda kurumaya birakildi (etanoliin

tamamen uzaklagmasi beklendi)
2. Lizat Hazirlanmasi

a. Orneklere; 300 pl Digestion Buffer ve 10 pl Proteinaz K eklendi ve

vortekslendi

b. 55 °C’de 15 dakika, sonrasinda 80°C’de 15 dakika inkiibe edildikten sonra
birkag defa vortekslendi

c. 300 pl Binding solution eklendi ve vortekslendi
d. 600 ul % 95-100 etanol eklendi ve vortekslendi
3. RNA’min Kolona Baglanmasi

a. Toplama tiiplerine, kolonlar yerlestirildi
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b. 600 pl etanol eklenmis lizatlar kolonlara alindi ve 14,000 x g’de 1 dakika
boyunca santrifiij edildi

c. Toplama tiiplerine gecen sivi1 dokiildii ve kolonlar yeniden tiiplere yerlestirildi

d. Lizatlar kolonlara tiimiiyle tutunana dek 3b ve 3¢ basamaklar tekrar edildi

Opsiyonel basamak (Rezidiiel DNA’nin uzaklastirilmasi) :

96 ul’lik Enzyme Incubation Buffer igerisine 4 pul RNase-free DNase I eklenerek DNase |

mixture hazirlandi

a. Kolonlara 400 pul Wash solution eklenerek 2 dakika santrifiij edildi ve dipte kalan siv1
uzaklastirildi

b. Kolonlara, hazirlanan DNase I mixture’dan 100 pl eklendi ve 14,000 x g’de 1 dakika

santrifiij edildi

c. Santriflij isleminden sonra, toplama tiipiinde toplanan siv1, pipetle geri kolonun iistiine

ilave edildi
d. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona birakildi
e. Santriflij edilmeden 4. basamaga geg¢ildi
4. Kolonlarin Yikanmasi
a. Kolonlarn iistiine 400 ul Wash Solution eklendi ve 1 dakika santrifiij edildi
b. Alttaki s1v1 uzaklastirildi ve spin kolonlar, toplama tiiplerine yerlestirildi
c. Kolonlar, 400 ul Wash solution eklenip 1 dakika santrifiij edilerek 3. kez yikandi
d. Asagida toplanan sivi uzaklastirildi ve spin kolonlar toplama tiiplerine yerlestirildi

e. Resin kuruyuncaya dek, kolonlar 2 dakika dondiiriildii ve toplama tiipleri

uzaklastirildi
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5. RNA Elution (ayristirilmasi)
a. Kolonlar 1,7 mL’lik ayristirma tiiplerine yerlestirildi

b. Ustlerine 50 pl Elution solution eklendi

c. Once 200 x g (~2,000 RPM)’de 2 dakika, takiben 14,000 xg’de 1 dakika
santrifiij edildi. Kolondan ayristirilan kismin hacmi not edilerek tiim hacmin

elde edilip edilemedigi kontrol edildi.
6. RNA’nin saklanmasi
Saflastirilan RNA -20 °C’de muhafaza edildi.
B. ¢DNA Sentezi
Kullanilan Malzemeler:

Primer (50 pM Oligo(dT)) (AB applied biosystems Tagman Gene Expression
Assays)

e PCSKS5 (Assay ID: Hs00196400 ml)
e PCSK7 (Assay ID: Hs00237114 ml)
e PCSK4 (Assay ID: Hs00399493 ml)
e FURIN (Assay ID: Hs00965485 ¢gl1)
e ACTB (AssayID: Hs01060665 gl )
e RNA

e 5 mM dNTPs mix

e RNase-free water

e 5 x cDNA Buffer

e RNase Inhibitor 20 U/ pl
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e 100 mM DTT

e BM Reverse Transcriptase (RNA bagimli DNA polimeraz)

e RNase H (2 U/ ul)

c¢DNA sentez yontemi:

0,2 ml’lik tliplere, hazir primer (50 uM Oligo(dT)), RNA, dNTPs mix ve
RNase-free sudan olusan RNA mix(35 pl) hazirlandi

RNA mix 6nce 65 °C’de 5 dakika 1sitilip, ardindan 5 dakika buz {istiinde
bekletildi

5 x cDNA buffer vortekslendi
Bugz iistiinde master reaction mix (35 pl) hazirland1 ve pipetaj edildi

Master reaction mix igerigi; S x cDNA buffer, RNase inhibitor (20 U/ ul), 100
mM DTT ve BM Reverse Transcriptase

Master reacion mixten 7 pl pipet ile alinip 13 pl’lik RNA mix {izerine ilave

edildi (buz iistiinde)

Ornekler énceden hazirlanmis thermal cycler icine yerlestirildi ve 60 dakika 50

°C’de inkiibe edildi
Sonrasinda 85 °C’de 5 dakika inkiibe edildi
1 pul RNase H eklendikten sonra 37 °C’de 20 dakika inkiibe edildi

Ve PCR i¢in cDNA elde edildi

. PCR Reaction Mix hazirlams1 (TagMan Universal PCR Master Mix, No
AmpkErase UNG,96-well plate)

1.

2.

25 pl hacim igin;
5 ul, 5 x TagMan polimeraz enzim kullanildi

1,25 ul TagMan MGB probes, FAM dye-labeled eklendi
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. RNase-free su i¢inde diliie edilmis 3+15,75 ul cDNA ilave edildi
Applied Biyosystems, ABI 7500 Real-Time PCR cihazi kullanild
Thermal cycler kosullari; (45-47 cycle yapildi)

1. Baslangig diizeni, HOLD -> 13 dakika, 95 °C

2. Denature, Anneal/Extend — CYCLE - 15 saniye, 95 °C, 1 dak, 60°C
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4. BULGULAR
4.1. Histokimyasal Bulgular

Calismada kullanilan kontrol ve missed abortus grubuna ait preparatlarin ilk histokimyasal
incelemeleri Hematoksilen-Eozin boyama yontemi ile yapildi. Preparatlarda, endometriyum
tabakasinda stromal hiicrelerin her iki grupta da; genis sitoplazmali, poligonal sekilli desidual

hiicrelere doniistiigii gozlendi (Resim 1; A,B)

Her iki grubun plasentasinin Hematoksilen-Eozin ile boyanmis preparatlarinin
incelenmesinde ise, koryonik plaklar gozlendi. Koryonik plaklarin olusturdugu koryonik
villuslar trofoblastik hiicreler tarafindan ¢evrelenmekte idi. Koryonik epitelin dista daha koyu
boyali sinsityotrofoblast ve icte daha agik boyali sitotrofoblastlardan olustugu goézlendi.
Koryonik villuslarin merkezinde mezensimal doku yer almakta idi. Bu bolgelerde fusiform

sekilli mezensimal hiicreler bulunmaktaydi (Resim 1; C,D)
4.2. immunohistokimyasal Bulgular
TNF - a

Kontrol grubuna ait desidua orneklerinin TNF—a antikor ile boyanmis preparatlarinin
incelenmesinde, desidua hiicrelerinin olduk¢a yogun immunoreaktivite (216,66+11,69)
verdigi gozlendi. Missed-abortus grubuna ait orneklerde ise immunoreaktivitenin kontrol
grubuna kiyasla daha diigiik yogunlukta (128,33+11,69) oldugu ve iki grup arasinda anlaml
bir fark (p<0,05) bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2.1.) (Resim 3; A,B).

Yapilan incelemelerde, kontrol grubuna ait non-desidual bolgede zayif immunoreaktivite
(38,16+8,15) gozlenirken, missed-abortus grubunda biraz daha yogun bir immunoreaktivite
degeri (61,50+£9,04) saptandi ve iki grup arasinda anlamli fark (p<0,05) goézlendi (Tablo
4.2.2.) (Resim 3; A,B).

Kontrol grubuna ait koryon oOrneklerinin TNF — o antikoru ile boyanmasi sonucu
sitotrofoblastlarin, sinsityotrofoblastlara kiyasla daha zayif boyandigi gozlendi. Kontrol grubu
sitotrofoblast immunoreaktivitesinin (12,16£1,94), missed-abortus grubu
immunoreaktivitesine (44,83+4,30) gore daha zayif oldugu ve iki grup arasinda anlaml fark
(p<0,05) oldugu tespit edildi (Tablo 4.2.3.) (Resim 3; C,D). Oldukg¢a gii¢lii immunoreaktivite

veren sinsityotrofoblastlar kiyaslandiginda ise, kontrol grubu immunoreaktivitesinin
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(146,334+4,22), missed-abortus grubuna gore zayif oldugu (314,00+£10,65) ve aralarinda
anlaml fark (p<0,05) bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2.4.) (Resim 3; C,D).

Kontrol grubuna ait stromal hiicrelerde ise zayif immunoreaktivite (15,16+2,04)
gozlenirken, missed-abortus grubuna ait 6rneklerde kiyasla daha yogun bir immunoreaktivite
(43,33+2,80) gozlendi ve iki grup arasinda anlamli fark (p<0,05) tespit edildi (Tablo 4.2.5.)
(Resim 3; C,D).

TGF-p2

Desidual TGF-2 immunoreaktivitesi incelendiginde, desidual hiicrelerin kontrol
grubunda yogun (266,00+8,60) olarak boyandigi gozlendi. Missed-abortus grubunda ise
desidual hiicrelerin TGF—2 immunoreaktivitesinin yogun (158,33+6,05) oldugu ancak
kontrol grubuna kiyasla daha az boyandig1 ve iki grup arasinda anlamh fark (p<0,05) oldugu

tespit edildi (Tablo 4.2.1.) (Resim 4; A,B).

Non-desidual hiicrelerin  immunoreaktivitesi incelendiginde, hem missed-abortus
grubundaki  immunoreaktivitenin  (37,00+8,48) hem de kontrol grubuna ait
immunoreaktivitenin (38,16+8,63) zayif oldugu ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark (p<0,05) olmadig1 tespit edildi (Tablo 4.2.2.) (Resim 4; A,B).

Kontrol grubuna ait koryon o&rneklerinin incelenmesinde ise, sitotrofoblastin zayif
immunoreaktivite (10,33+1,63) gosterdigi saptanirken, missed-abortus grubuna ait
sitotrofoblastin, kontrol grubuna kiyasla gii¢lii immunoreaktivite (24,66+2,33) gosterdigi ve
iki grup arasinda anlamh fark (p<0,05) bulundugu saptandi (Tablo 4.2.3.) (Resim 4; C,D).
Koryon villuslarint olugturan sinsityotrofoblastlar agisindan TGF—f2 immunoreaktivitesi
degerlendirildiginde ise, kontrol grubuna ait 6rneklerde yogun (51,66+3,61) boyanma oldugu
ancak missed-abortus grubuna ait Orneklerin olduk¢a gilicli immunoreaktiviteye
(240,00+13,75) sahip olduklar1 tespit edildi. Her iki grup arasinda yapilan istatistiksel
karsilagtirmada anlamli fark (p<0,05) bulundu (Tablo 4.2.4.) (Resim 4; C,D).

Kontrol grubuna ait stromal hiicrelerin (15,66+1,03), missed-abortus grubuna ait hiicrelere
(10,33+1,50) kiyasla daha giiclii immunoreaktivite gosterdikleri ve iki grup arasinda anlamli

fark (p<0,05) bulundugu saptandi (Tablo 4.2.5.) (Resim 4; C,D).
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POMC

Desidual POMC immunoreaktivitesi incelendiginde, kontrol grubuna ait desidual
hiicrelerin (211,83+15,03), missed-abortus grubuna ait desidual hiicrelerden (290,83+41,03)
daha zayif boyandig1 ve iki grup istatistiksel olarak kiyaslandiginda aralarinda anlamli fark

(p<0,05) bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2.1.) (Resim; A,B).

Orneklere ait non-desidual bélgeler incelendiginde ise, non-desidual hiicrelerin, desidual
hiicrelere kiyasla oldukca zayif immunoreaktivite gosterdikleri ve kontrol grubunun
(12,33+1,63), missed-abortus grubuyla (34,50+9,66) karsilastirildiginda daha az boyandig1 ve
her iki grup arasinda non-desidual bdlgelerin boyanmasi agisindan anlamli bir fark (p<0,05)

bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2.2.) (Resim 5; A,B).

Koryon villuslart1  olusturan  sinsityotrofoblast ve  sitotrofoblastlarin  POMC
immunoreaktivitesi incelendiginde ise, her iki hiicre grubunun da yogun immunoreaktivite
verdigi gozlendi. Gruplar arasi fark incelendiginde ise kontrol grubu sitotrofoblast
immunoreaktivitesinin (13,33+2,16), missed-abortus grubuna ait Orneklere (196,16+5,34)
kiyasla olduk¢a zayif oldugu ve her iki grup arasinda anlamh fark (p<0,05) bulundugu tespit
edildi (Tablo 4.2.3) (Resim 5; C,D). Kontrol grubuna ait sinsityotrofoblast 6rneklerinin
(226,0045,51), missed-abortus grubuna ait orneklere (322,66+7,00) kiyasla daha az yogun
boyandiklar1 ve istatistiksel olarak aralarinda anlamli fark (p<0,05) bulundugu gozlendi

(Tablo 4.2.4.) (Resim 5; C,D).

Stromal hiicrelerde ise missed-abortus grubuna ait hiicrelerde zayif immunoreaktivite
(26,16+1,32) gozlenirken, kontrol grubuna ait hiicrelerde olduk¢a yogun immunoreaktivite
(214,33+6,28) gozlendi ve her iki grup arasinda anlaml bir fark (p<0,05) bulundu (Tablo
4.2.5.) (Resim 5; C,D).

IGF-1

IGF-I antikoru ile immunohistokimyasal olarak boyanan kontrol grubuna ait desidual
hiicreler incelendiginde, hiicrelerin zayif immunoreaktivite (42,83+5,03) gosterdikleri
saptanirken, missed-abortus grubuna ait hiicrelerin, kontrol grubundan daha yogun bir
immunoreaktivite (98,33+4,08) gosterdikleri saptandi ve iki grup arasinda istatistiksel olarak

yapilan yorumlamada anlamli fark (p<0,05) oldugu belirlendi (Tablo 4.2.1.) (Resim 6; A,B).
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Non-desidual bolgelerin degerlendirilmesinde ise, hem kontrol grubunda (17,16+6,36) hem de
missed-abortus grubunda (19,16+5,41) olduk¢a zayif immunoreaktivite gézlenirken, iki grup

arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.2.2.) (Resim 6; A,B).

Kontrol grubuna ait sitotrofoblast ornekleri incelendiginde, bu hiicrelerin zayif
immunoreaktivite (12,50+1,64) gosterdikleri, missed-abortus grubuna ait sitotrofoblastlarin
ise kontrol grubuna kiyasla daha yogun immunoreaktivite (43,50+3,08) gosterdikleri ve her
iki grup arasinda yapilan istatistiksel karsilastirmada anlamli fark (p<0,05) bulundugu tespit
edildi (Tablo 4.2.3.) (Resim 6; C,D). Sinsityotrofoblast drneklerinde ise, sitotrofoblasta
benzer sekilde, kontrol grubu zayif immunoreaktivite (32,66£2,16) gosterirken, missed-
abortus grubunun daha fazla immunoreaktivite (57,16+3,18) gosterdigi ve iki grup arasinda

anlamli fark (p<0,05) bulundugu saptandi (Tablo 4.2.4.) (Resim 6; C,D).

Stromal hiicrelerin IGF-I immunoreaktiviteleri incelendiginde, hem kontrol
(16,66+£1,96)hem de missed-abortus (13,50+£2,66) grubuna ait Orneklerde zayif boyanma
oldugu ve her iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmadig: tespit edildi

(Tablo 4.2.5.) (Resim 6; C,D).
FOXO3A

FOXO3A antikoru ile boyanan oOrneklerin desidualari incelendiginde missed grubu
desiduasinin kontrol grubuna kiyasla daha yogun immunoreaktivite gosterdigi saptandi
(sirasiyla; 255,83+12,41) ve aralarinda istatistiksel olarak anlamhi fark (p<0,05) bulundu
(Tablo 4.2.1.) (Resim 7; A,B).

Non-desidual bolgeler incelendiginde ise her iki grup i¢in immunoreaktivitenin desidual
bolgeye kiyasla daha zayif oldugu ve kontrol grubu ile missed grubu non-desiduasi arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadig1 saptandi (Tablo 4.2.2.)(Resim 7; A,B)

Koryon villuslar1  olusturan sinsityotrofoblast ve sitotrofoblastlarin  FOXO3A
immunoreaktiviteleri incelendiginde ise kontrol grubu sitotrofoblasti immunoreaktivitesinin
(18,83+1,47), missed grubuna (11,00+1,26) kiyasla daha giiglii oldugu gozlendi. (Tablo
4.2.3.) (Resim 7; C,D) Sinsityotrofoblastlar incelendiginde ise, sitotrofoblastlarin aksine,
FOXO3A immunoreaktivitesinin oldukca gii¢lii oldugu ve missed grubunun kontrol grubuna

kiyasla daha giliglii immunoreaktivite gosterdigi gozlendi (sirasiyla 322,00+6,06;
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254,00+8,17) ve aralarinda istatistiksel olarak anlaml fark (p<0,05) oldugu belirlendi (Tablo
4.24.) (Resim 7; C,D)

Kontrol grubu stromasi ile missed abortus grubu stromast immunoreaktivitesi
kiyaslandiginda ise her iki grubun da zayif immunoreaktivite (13,00+1,89; 13,00+1,67)
gosterdigi ve aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi saptandi (Tablo

4.2.5.)(Resim 7; C,D)
FURIN

Kontrol grubunda FURIN antikoru ile indirekt immunohistokimyasal yontemlerle
boyanmis preparatlarin incelenmesinde desidual hiicrelerde orta derecede immunoreaktivite
gozlenirken (131,16+3,54), missed-abortus grubunda yogun immunoreaktivite gozlendi
(227,5€11,72) ve bu iki grup arasinda anlamlh fark (p< 0,05) tespit edildi (Tablo 4.2.1.)
(Resim &; A,B).

Preparatlarda, non-desidual bolgede yapilan incelemelerde ise hem kontrol hem de
missed-abortus grubunda oldukga zayif bir immunoreaktivite gézlendi (sirasiyla; 28,50+8,09;

25,00+14,38) ve iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.2.2.) (Resim 8; A,B).

Plasental bolgede yapilan immunohistokimyasal incelemede, kontrol grubunda koryonik
villuslarin yapisini olusturan sinsityotrofoblast ve sitotrofoblastlar degerlendirildiginde,
sinsityotrofoblastta sitotrofoblasta kiyasla daha yogun immunoreaktivite gozlendi (sirasiyla;

81,5+4,08; 13,83+1,72) (Tablo 4.2.3.) (Resim 8; C).

Missed-abortus grubuna ait Orneklerde de sinsityotrofoblastin sitotrofoblasta kiyasla
oldukca yogun immunoreaktiviteye sahip oldugu goézlendi (sirasiyla; 322,67+3,26; 12,00
+189) (Resim §; D).

Kontrol grubu ve missed-abortus grubuna ait plasental bolgelerin immunohistokimyasal
degerlendirmelerinde ise, missed-abortus grubuna ait sinsityotrofoblast immunoreaktivitesinin
(322,6743,26), kontrol grubuna (81,50+4,08) kiyasla oldukg¢a giiclii oldugu ve aralarinda
anlamli bir fark (p<0,05) bulundugu tespit edilirken, sitotrofoblast immunoreaktivitesinin her

iki grupta da benzer oldugu gozlendi (Tablo 4.2.4.) (Resim 8; C,D).
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Ayrica plasental villuslarin stromasi degerlendirildiginde, her iki grup arasinda bir fark
bulunmadigr ve FURIN immunoreaktivitesinin olduk¢a zayif oldugu tespit edildi (Tablo
4.2.5.) (Resim &; C,D).

PCé

Kontrol ve missed-abortus grubunda PC6 antikoru ile indirekt immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis desidual bolgelerde yogun immunoreaktivite gozlenirken (sirasiyla;
136+4,56; 144,16+13,57), iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Tablo 4.2.1.) (Resim
9; A.B).

Non-desidual bolgelerde ise, her iki grupta da desidual bolgeye kiyasla daha zayif
immunoreaktivite gozlendi ve iki grup arasinda anlamli bir fark bulunamadi (Tablo 4.2.2.)

(Resim 9; A,B).

Kontrol grubuna ait sitotrofoblastta yogun immunoreaktivite (75,00+£6,06) gozlenirken,
missed-abortus grubunda olduk¢a zayif immunoreaktivite (13,004+2,75) gozlendi ve iki grup
arasinda anlamli fark (p<0,05) bulundugu tespit edildi (Tablo 4.2.3.) (Resim 9; C,D).
Sinsityotrofoblastta, sitotrofoblastin aksine, kontrol grubunda orta derecede immunoreaktivite
(118,334£7,52) gozlenirken, missed-abortus grubunda olduk¢a yogun immunoreaktivite
(268,17+9,43) gozlendi ve iki grup arasinda anlamh fark (p<0,05) bulundu(Tablo 4.2.4.)
(Resim 9; C,D).

Plasentada bulunan stromal hiicrelerin immunohistokimyasal degerlendirmelerinde ise,
missed-abortus grubunda (13,66+1,63) kontrol grubuna kiyasla daha zayif PC6
immunoreaktivitesi (45,66£5,71) saptandi1 ve iki grup arasinda anlaml fark (p<0,05) oldugu
tespit edildi (Tablo 4.2.5.) (Resim 9; C,D).

PC 4

Kontrol grubunun PC 4 antikoru ile boyanmis preparatlarinin incelenmesinde desidual
hiicrelerde diisiik diizeyde immunoreaktivite (67,66+£5,68) gozlenirken, missed-abortus
grubuna ait 6rneklerde yogun immunoreaktivite (121,50+11,89) gozlendi ve iki grup arasinda
PC4 immunoreaktivitesi acisindan anlamli fark (p< 0,05) tespit edildi (Tablo 4.2.1.) (Resim
10; A,B).
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Non-desidual bolgede yapilan incelemelerde ise immunoreaktivitenin her iki grup i¢in de
oldukca zayif oldugu ve aralarinda bir fark bulunmadig1 gozlendi (Tablo 4.2.2.) (Resim 10;
A,B).

Kontrol grubuna ait sinsityotrofoblast immunoreaktivitesi (48,83+5,74) ile missed-abortus
grubuna ait sinsityotrofoblast immunoreaktivitesi (281,83+23,28) kiyaslandiginda, aralarinda
anlaml bir fark (p<0,05) oldugu tespit edildi (Tablo 4.2.4.) (Resim 10; C,D). Ancak
sinsityotrofoblastlara ait FURIN immunoreaktivitsinin olduk¢a zayif oldugu ve iki grup

arasinda bir fark bulunmadigi gézlendi (Tablo 4.2.3.) (Resim 10; C,D).

Plasental villuslarin stromalarinda yapilan incelemelerde ise kontrol grubu ile missed-
abortus grubu arasinda anlamli fark (p<0,05) tespit edildi. Missed-abortus grubuna ait stromal
hiicreler orta derecede immunoreaktivite (27,50+3,08) gosterirken, kontrol grubunun oldukga

zay1f immunoreaktivite (11,66+1,36) gosterdigi saptandi (Tablo 4.2.5.) (Resim 10; C,D).
PC7

Kontrol grubu desidua orneklerinde yapilan PC7 immunohistokimyasal incelemeler
sonucunda zayif immunoreaktivite (29,50+2,88) gozlendi. Missed-abortus grubuna ait
orneklerin desidual bolgelerinde de zayif immunoreaktivite (31,66+5,31) gozlendi ve iki grup

arasinda fark bulunamadi(Tablo 4.2.1.) (Resim 11; A,B).

Non-desidual bolgelerde yapilan immunohistokimyasal incelemelerde kontrol ve missed-
abortus gruplari arasinda fark saptanamadi ve zayif immunoreaktivite (sirasiyla; 18,33+2,33;

13,16+2,40) gozlendi (Tablo 4.2.2.) (Resim 11; A,B).

PC7 antikoru ile boyanmis plasenta Ornekleri incelendiginde, kontrol grubu
sitotrofoblastlarin ~ orta  derecede boyandigi (26,83+5,19), missed-abortus  grubu
sitotrofoblastlarin ise zayif derecede boyandig1 (12,83+2,56) goézlenirken, iki grup arasinda
anlamli fark (p<0,05) oldugu belirlendi(Tablo 4.2.3.) (Resim 11; C,D). Ayn sekilde kontrol
grubu sinsityotrofoblastlarin da, missed-abortus grubuna kiyasla daha kuvvetli boyandigi
(strastyla; 26,5043,93; 10,83+1,32) gozlendi (Tablo 4.2.4.) (Resim 11; C,D). Buna karsilik
kontrol grubu plasentada bulunan stromal hiicrelerin immunoreaktivitesinin, missed-abortus
orneklerinden daha zayif boyandigi (sirasiyla; 5,66+1,50; 12,33+2,06) gbzlendi ve aralarinda
anlamli fark (p<0,05) tespit edildi (Tablo 4.2.5.) (Resim 11; C,D).
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4.3. RT-PCR Bulgular

Her iki gruba da ait plasenta ve desidua Orneklerinin parafinize bloklarindan alinan
kesitlerden mRNA purifikasyonu sonucu farkli konsantrasyonlarda niikleik asit elde edildi
(Tablo 4.3.1.) Syber Green boyasia kiyasla oldukca spesifik bir primer prob olan, FAM
boyasi ile isaretlenmis TagMan MGB problar ile gen ekspresyon diizeyleri saptanmaya
caligildi. Bunun icin Applied Biyosystems, ABI 7500 Real-Time PCR cihaz1 kullanildi.
Sonugta Ct (cycle treshold) degerleri Tlzerinden gruplar arasinda ekspresyon farki
degerlendirilmeye calisildi ancak house-keeping gen olarak kullanilan B-aktin geni eksprese
olmasina ragmen, proprotein konvertazlara (Furin, PC4, PC6, PC7) ait, immunohistokimyasal

bulgularimizi destekleyecek, anlamli gen ekspresyonlarina rastlanmada.

Yapilan caligmada cDNA sentezi esnasinda herhangi bir hata olup olmadigim
degerlendirmek amagli ayni 6rneklere ait farkl tiiplerde cDNA sentezi yapildi ve bu 6rneklere
ait PB-aktin Ct degerleri ayn1 bulundu. Dolayisiyla cDNA sentezinde herhangi bir problem

olmadig1 kanaatine varildi.

Calismada farkli cDNA konsantrasyonlari denendi ve konsantrasyonun artmasiyla ters
orantil1 olarak daha diisiik B-aktin Ct degerleri elde edildi. Ayrica her 6rnekten 2 tekrarli RT-
PCR yapildi ve benzer sonuglar alindi. Bu iki sonuca dayanarak RT-PCR’in yapilmasi

asamasinda herhangi bir sorun olmadig diisiintildii.

Sonu¢ olarak doku alindiktan sonra formalin ile fiksasyonu, doku takip serisinden
gecirilmesi ve mRNA eldesi icin yeniden ksilen ile muamelesi esnasinda mRNA’larin
degrade oldugu ve bu durumun sonuglari olumsuz etkiledigi, proprotein konvertazlara ait

genler i¢in anlamli Ct degerlerinin tespit edilememesine sebep oldugu diisiiniildi.

Coziim olarak ise; taze doku ornekleri veya calismada goniillii olan hastalara ait kan

ornekleri ile RT-PCR ¢aligmasinin tekrarlanmasi gerektigine karar verildi.
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Tablo 4.3.1.:

Sample ID Nucleic Acid Unit A260 | A280 | 260/280 260/230 Sample
Conc. Type
1 22,9 ng/ul 0,573 | 0304 | 1,88 0,59 RNA
1 24 ng/ul 0,59 |0313 | 191 0,57 RNA
2 56 ng/ul 1399 | 0,726 | 1,93 1,09 RNA
2 56,7 ng/ul 1418 | 0,741 1,91 1,09 RNA
3 40,8 ng/ul 1,021 0,53 1,93 0,29 RNA
3 413 ng/ul 1,032 | 0,537 | 1,92 0,29 RNA
4 138.6 ng/ul 3,465 1,849 | 1,87 14 RNA
4 141,7 ng/ul 3,542 1887 | 1,88 14 RNA
5 105,7 ng/ul 2,642 1383 | 1,91 142 RNA
5 107.4 ng/ul 2,634 1419 | 1,89 141 RNA
6 193,7 ng/ul 4843 | 2492 | 1,94 131 RNA
7 32,6 ng/ul 0,816 | 0468 | 1,74 0,83 RNA
7 32,6 ng/ul 0815 | 047 1,73 0,82 RNA
8 81 ng/ul 2,024 | 1,09 1,86 1,06 RNA
8 81,9 ng/ul 2,047 1,132 | 1,81 1,06 RNA
9 69,1 ng/ul 1,727 | 0917 | 1,88 1,19 RNA
9 70,8 ng/ul 1,771 0,957 | L85 1,18 RNA
10 67,1 ng/ul 1,676 | 0,924 | 181 1,14 RNA
10 66,7 ng/ul 1,668 | 0914 | 1,83 1,14 RNA
11 33,3 ng/ul 0,833 | 0445 | 1,87 1,02 RNA
11 34,1 ng/ul 0,852 | 047 1,82 1 RNA
12 83,7 ng/ul 2,094 | L125 | 1,86 1,25 RNA
12 84,4 ng/ul 2,111 1,126 | 1,87 125 RNA
13 40,9 ng/ul 1,022 | 0578 | 1,77 0,86 RNA
13 42 ng/ul 1,049 | 0,59 1,78 0,85 RNA
14 88,3 ng/ul 2,208 1,141 1,93 0,7 RNA
14 91 ng/ul 2,275 1,199 |19 0,69 RNA
15 4523 ng/ul 11307 | 5957 | L9 1,61 RNA
15 4578 ng/ul 11,446 | 6,04 1,9 1,61 RNA
16 13.8 ng/ul 0,346 0,196 | 1,76 0,52 RNA
16 14 ng/ul 0349 | 0217 | 1,61 0,49 RNA
17 88,6 ng/ul 2,215 1166 | 1.9 1.2 RNA
17 90,3 ng/ul 2,257 1204 | 1,87 1,19 RNA
13 433 ng/ul 10,826 | 5,66 1,91 1,59 RNA
18 4419 ng/ul 11,048 | 5,776 | 1,91 1,58 RNA
19 61,8 ng/ul 1,546 | 0,84 1,84 112 RNA
19 62,5 ng/ul 1,562 | 0,863 | 181 L1 RNA
20 90,1 ng/ul 2,252 1,26 1,79 131 RNA
20 92,4 ng/ul 2300 | 1299 | 1,78 13 RNA
21 368,7 ng/ul 9217 | 4,798 | 1,92 1,45 RNA
21 3738 ng/ul 9345 | 4,885 | 191 144 RNA
22 149,1 ng/ul 3,726 | 1,981 1,88 1,55 RNA
22 151 ng/ul 3,774 | 2,01 1,88 1,55 RNA
23 538.,9 ng/ul 13471 | 694 1,94 1,58 RNA
23 536,1 ng/ul 13,404 | 7,085 | 1,89 16 RNA
24 85,1 ng/ul 2,127 1,199 | 1,77 1,07 RNA
25 597.4 ng/ul 14934 | 7,774 | 1,92 1,52 RNA
25 595.,5 ng/ul 14887 | 7,577 | 1,96 1,54 RNA
26 332 ng/ul 0,831 0433 | 192 0,56 RNA
26 33,1 ng/ul 0,827 | 0448 | 1,84 0,55 RNA
27 449 ng/ul 11224 | 5,801 1,93 1,59 RNA
27 4513 ng/ul 11,282 | 5834 | 193 1,59 RNA
28 110,4 ng/ul 2759 | 1,49 1,85 1,08 RNA
28 112,2 ng/ul 2,805 1,53 1,83 1,08 RNA
29 438 ng/ul 1,22 0,652 | 1,87 0,94 RNA
29 50 ng/ul 125 0,681 1,84 0,91 RNA
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5. TARTISMA

Bu ¢alismada gebeligin devamliliginda rol oynayan molekiiller (TNF-a, TGF-B, IGF-I,
POMC, FOXO3A) ile bunlarin aktif forma ge¢mesini saglayan proprotein konvertazlarin
(PC4, PC6, PC7, FURIN) normal gebelik ve missed abortus gruplarma ait desidua ve

plasentalarindaki dagilimlar1 immunohistokimyasal teknik ile incelendi.

TNF-o’nin organizmada yaygin bir molekiil oldugu, bir¢ok organda bulundugu, bir
pleyiotropik inflamatuvar sitokin olup, hem doku dejenerasyonunda hem de rejenerasyonunda
rol oynadigi bilinmektedir (165). TNF-o’nin dokular {izerindeki yapici ve yikict etkisinin
eksprese edilen miktara bagh degisiklik gosterdigi ileri siiriilmektedir (166). TNF-a’nin
uterusta ve plasentada da bulundugu, erken gelisim doneminde onemli gorevler iistlendigi
bilinmektedir (165 ). Daha 6nce yapilan ¢alismalarda da TNF-oo mRNA’smin uterin stromal
hiicrelerde, makrofajlarda (167), uterin NK hiicrelerinde, T-hiicrelerde (168) ve endotelyal
hiicrelerde (169) eksprese edildigi gosterilmistir (165). Desidual dokularda ve izole desidual
stromal hiicrelerde TNF-a proteininin varligini bildiren ¢alismalar bulunmaktadir (170,171).
Erken gebelik doneminde ekprese edilen TNF-a’nin, TNFR2-IgG fiizyon protein araciligr ile
proinflamatuvar sinyallerden korudugu gosterilmistir (172). Buna karsilik TNF-a’nin iginde
bulundugu makrofajlar tarafindan sentezlenen Tip I sitokinlerin (TNF, IFN-y VE IL-12)
spontan abortus vakalarinda arttig1 (173, 174), bu artisin spontan abortusa neden oldugu ve
TNF-o’nin abortusu tetikleyen en giiclii sitokin oldugu bildirilmistir (175). Bu ¢alismada
kontrol grubu desiduasinda H-skor degerleri 216,66 + 11,69 bulundu ve bu degerin spontan
abortusa neden olmadigt g6z Oniine alindiginda, bazal TNF-o ekspresyonu olarak
degerlendirildi. TNF-a immunoreaktivitesinin missed abortus grubunda (128,33+11,69),
kontrol grubu desiduasinda goézlenen immiinoreaktiviteden bile az olmasi ise, abortusu
tetikleyen mekanizmalarin harekete ge¢mesini engelledigini ve bdylece missed abortus

vakalarinda tahliyenin gergeklesmesini engelleyici rol oynadigini diistindiirdii.

TNF-o ile boyanmis  preparatlarin  plasenta  Orneklerinin  incelenmesinde
sinsityotrofoblastlardaki immunoreaktivitenin olduk¢a belirgin oldugu, ayrica missed grubuna
ait doku Orneklerinin sinsityotrofoblast immunoreaktivitesinin kontrol grubundan daha fazla
oldugu gozlendi. Daha oOnce yapilan calismalarda TNF-o’nin trofoblastik hiicrelerin
proliferasyonu, invazyonu ve differansiyasyonu {izerine etkili oldugu rapor edilmistir (167).
Asley King ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada tiim trofoblastik hiicrelerde TNF-a saliniminin

oldugunu ve otokrin yolla trofoblastlarin biiylimesi ve farklilagmasinda rol oynadigini ileri
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sirmislerdir (176). Yang Y ve arkadaslar1 ise yaptiklar1 ¢alismada, normal ve malign
sitotrofoblast hiicrelerinde  TNF geninin eksprese oldugunu ve plasenta gelisiminde
proliferasyonu ve invazyonu hizlandirdigin1 bildirmislerdir (177). Bu calismada da hem
kontrol hem de missed grubu sinsityotrofoblastlarin yiiksek diizeyde TNF-a eksprese etmesi
trofoblast fonksiyonlarinin devam ettiginin bir belirtisi olarak degerlendirildi. Missed
grubunda bu hiicrelerin immunoreaktivitesinin daha fazla olmasi embriyonun atiliminin
engellenmesinde rolii olabilecegini diisiindiirdii. Pijnenborg ve arkadaslar1 erken donemde
gebelik plasentalarinda yaptiklar1 ¢alismada, TNF-a ekspresyonunun cogalan anchoring
villuslarda, invaze intersitisiyal trofoblastlarda ve invaze olan endovaskiiler trofoblastlarda
gozlemigler ve erken donem invazyonunda rol oynadigini bildirmislerdir (178). Bununla
beraber, TNF-a’nin EVT’larin invazyonu iizerine olan etkileri tartigmalidir. Bass ve
arkadaslar1 1994 yilinda yaptiklar1 ¢alismada TNF-o’nin villoz trofoblast invazyonuna
etkisinin olmadigini ileri stirmiistiir (179,180). Buna karsilik TNF—o’nin EVT invazyonunu
inhibe ettigini bildiren yayinlar da bulunmaktadir (181, 182). Otun 2011 yilinda yaptigi
calismada TNF-o’nin invazyona olan inhibitor etkisinin doza bagli oldugunu rapor etmistir.
TNF-o’ nin EVT hiicreleri ile kiiltiir ortaminda 72 saat muamele edildiginde apoptotik
degisiklikler goriilmedigini bildiren yayinlar da bulunmasmma ragmen (183), bir ¢ok
arastirmact TNF-o’ nin apoptozisi indiikleyerek trofoblast invazyonunu engelledigini ileri
stirmektedir (179, 184, 185, 186). Min Li ise 2011 yilinda feto-maternal bileskede yer alan IL-
I, EVT invazyonunu matriks proteinazlarim1 ve leptin sekresyonunu arttirarak
gerceklestirdigini ve TNF-a ile IL-1 arasindaki dengenin EVT invazyonunu kontrol ettigini

bildiren bir calisma yayinlamistir (187).

TGF-B2’nin endometriyumda eksprese edildigi ve hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi,
apoptozis ve remodelingde rol oynadigi, ayrica menstruasyon, proliferasyon, desidualizasyon
ve gebelik sirasinda diizenleyici rol oynadigi bilinmektedir (188). Rebecca L Jones 2006
yilinda, TGF-B’nin preimplantasyon doneminde ekspresyonunun, endometriyumu
implantasyona hazirlarken, embriyo {izerine de gelisimini ve farklilasmasini diizenliyici etkisi
bulundugunu bildirmistir. TGF-B’nin uterin epitelyal hiicreler tarafindan eksprese edildigi ve
boylece implantasyonda rol oynadigi da bilinmektedir (189). TGF-B’nin implantasyon
sirasinda hassas bir dengede bulundugu ve eksik veya fazla salinmasinin implantasyonu
etkiledigi de bildirilmistir (189,190). Bu g¢alismada TGF-B2 immunoreaktivitesinin hem
kontrol grubu (266,00£8,60), hem de missed abortus grubu (158,33+6,05) desidualarinda, her
iki grubun non-desidual alanlarina (sirasiyla; 38,16+8,63; 37,00+£8,48) gore daha fazla
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bulundugu goézlendi ve desidualizasyonda ve gebeligin devam etmesinde rol oynadigi
distintildii. Simpson ve arkadaglar1 2002 yilinda yaptiklar1 caligmada desidual hiicrelerin
interaselliiler olarak TGF-B2 eksprese ettigini ayrica transforme olan desidual hiicreler ile
myometrial spiral etrafinda ekstraselliiler olarak bulundugunu bildirmistir (191). Bir TGF-3
blokiirii olan SB431542’nin verilmesi sonucunda desidualizasyonda % 77 lik azalma oldugu
gosterilmis ve TGF-B nin desidualizasyon iizerine ¢ok onemli etkisi oldugunun bir belirtisi
olarak degerlendirilmistir (10). Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda progesteron ile indiiklenmis
desidualizasyonun TGF-f verilmesi ile daha da ilerledigi de gosterilmistir (10). Sadece TGF-
degil aym zamanda TGF-B ailesinin diger bir iiyesi olan Makrofaj Inhibitér Sitokin-1
(Macrophage Inhibitory Cytokine-1, (MIC-1)’n de desidualizasyonu kolaylastiric1 etkisi
oldugu bilinmektedir (192).

Bu calismada kontrol grubunda desidual alanlardaki TGF-2 ekspresyonunun
(266,0048,60), missed abortus grubuna (158,33+6,05) gore daha fazla bulundugu ve gebeligin
devaminda 6nemli rol oynadigi diistiniildii. TGF-B2 nin 7-19 haftalar arasinda hem plasenta
yataginda, hem de desiduada ekspresyonunun arttig1 ve trofoblast invazyonunu kontrol ettigi
bildirilmistir (191). Bununla beraber literatiir incelendiginde 90’1 yillarda yapilan
caligmalarda TGF-B ailesinin plasentasyon ve desidualizasyon i¢in etkilerine dair verilen
bilgiler farkliliklar (193) gostermektedir. Simpson ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada TGF-3
ekspresyonundaki farkliliklarin ~ kullanilan  antikorlarin  ¢ok spesifik olmamasindan

kaynaklandigini ileri siirmektedir (191).

Bu ¢alismada missed abortus grubu desiduasinda TGF-B2 immunoreaktivitesi, kontrol
grubundan anlamli olarak diigiik bulundu. Ogasawara ve arkadaslari sporadik diisiiklerde
plazma TGF-B1 seviyesinin yiiksek oldugunu ileri siirmiislerdir. Ancak immunohistokimyasal
calismalar ile plazma diizeyleri arasinda uyumsuzluk bulunmaktadir. Ball ve arkadaslar1 bu
durumun non plasental bolgelerdeki desidual hiicrelerden, desidual lenfositlerden veya
gebelige karsi olusan sekonder cevaba bagli olabilecegini ileri siirmiistlir. Ayrica spontan
gebeliklerde  olusan  dejeneratif  degisiklikler  oksidatif  strese ve  TGF-P
immunolokalizasyonunda artisa neden olmaktadir (194). Bu c¢alismada missed abortus
vakalarinda heniiz dokuda dejenerasyon gozlenmemesi nedeni ile TGF-3 immunorektivitesi

artist olmadigi ileri siiriilebilir.

TGF-B ailesinin plasentadaki dagilimi farkliliklar gostermektedir. TGF-B1’in plazma
diizeyi ile disiikler arasinda bir iligki oldugu (195) ve villoz trofoblastlarda TGF-B3’iin
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ekspresyonunun artmasimin preeklampsiye neden oldugu ileri siiriilmektedir (196). Bu
calismada da kontrol grubu sito ve sinsityotrofoblastlarinda oldukca diisiik diizeyde TGF-2
immunoreaktivitesi gozlendi (sirasiyla; 10,33+1,63; 51,66+3,61). Missed abortus grubunda
sinsityotrofoblastlarda (240,00+£13,75) belirgin bir artis gozlenirken sitotrofoblastlar
(24,66+2,33) arasindaki fark daha az gozlendi. Insanlarda da plasenta tutunma bolgesinde
bulunan uterin supresor hiicrelerin eksprese ettigi TGF-B2’nin distiklere neden oldugu
bilinmektedir (197). Ayrica fareler iizerinde yapilan calismada uteroplasental boliimdeki
TGF-B2 azalmasmin gebelik kayiplarina neden oldugu rapor edilmistir (198). Bu nedenle
bizim c¢alismamizda missed abortus vakalarindaki TGF-f2 artisinin, diisiglin
gerceklesmemesini ve embriyonun tahliyesini engelledigini distindirdi (199). Ball ve
arkadaslar1 yaptiklar ¢aligmada sitotrofoblast adalarinda TGF-B2 ekspresyonunun 6ploid ve
anoploid erken diisiiklerde arttigin1 gdstermistir ve bu adalarin desiduaya temasinin olmamasi

nedeni ile artigin invazyon kontrolii ile iligkili olmadigini ileri stirmiistiir (200).

POMC bir prohormon olup ACTH ve alfa MSH’in prekiirsoriidiir. POMC gen
ekspresyonu, dolasimdaki CRH tarafindan diizenlenir ve ACTH salinimi ile
sonuclanmaktadir. Rat uterusunda POMC, proenkephalin (PENK) ve prodinorfin (PDYN)’ in
hem peptidinin hem de mRNA’sinin bulundugu, ayrica opiyoid reseptdrlerinin varlig
gosterilmis ve gebelik sirasinda opiyoid sistemin maternal adaptasyon ve uterin motiliteyi
diizenledigi bildirilmistir (201). Gebeligin son doneminde uterin kontraksiyon artmasi ile
opiyoidlerin birlikte plazma konsantrasyonunda da artis olugu tespit edilerek gebelikte
analjezi konroliinde de rol oynadigi bildirilmistir (202). Bu calismada her iki gruba
ait desidual alandaki hiicrelerdeki POMC immunreaktivitesinin (kontrol; 211,83+15,03 ve
missed; 290,83+41,03) fazla olmasi, miyometriyal kontraksiyonu inhibe ederek diistiglin
gerceklesmesini engelledigi diisiiniildii. Klinik uygulamalarda, diisiik tehditleri vakalarinda
POMC’nin son iirlinii olan ACTH verilerek diisiiklerin tedavi edilmesine caligilmaktadir
(203). Ayrica CRH’un miyometrial tonusun major diizenliyicisi oldugu ve miyometriyumda
CRH reseptorlerinin varligr gosterilmistir (204,205,206). PGE2 {izerinden etkisini gosteren
CRH’un, gebeligin baglangicinda POMC aracilig1 ile miyometriyal tonusu azalttigi, boylece
gebeligin devamliligini saglarken, gebeligin son doneminde PGE2’yi arttirarak miyometriyum

kontraksiyonunu arttirdig1 da bilinmektedir (204,207,208).

Bu calismada POMC immunoreaktivitesinin, her iki gruba ait desidual alanda,
nondesidual (kontrol; 12,33+1,63 ve missed; 34,50+9,66) alanlara gore daha fazla bulundugu

gozlendi ve uterin biiylime ile iligkili olabilecegi diisiiniildii. Gebelik doneminde uterusta
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geceklesen biliylimenin hem hipertrofi hem de hiperplazi ile gerceklestigi (209), opiyoidlerin
sinir sistemi hiicrelerinin differansiasyonuna ve g¢ogalmasina neden oldugunu géz Oniine
alindiginda POMC’nin uterusun gebelik sirasinda hiicrelerde gozlenen hipertrofi ve

hiperplaziden de sorumlu olabilecegi bildirilmistir (209).

Bu caligmada hem kontrol hem de missed abortus grubu desidualarinda oldukg¢a yiiksek
diizeyde POMC ekspresyonu gozlendi, missed abortus grubunda desidual hiicrelerin sayisinin
daha fazla olmasinin yani sira POMC ekspresyonu daha fazla bulundu ve POMC’nin desidual
hiicrelerin proliferasyonunun yanisira, differansiyasyonuna etkisi de géz oniine alindiginda
POMC’nin desidualizasyon tlizerine etkisinin de olabilecegi disiiniildii. POMC’nin
desidualizasyona etkisi ile ilgili yayin sayisi oldukc¢a kisithidir, buna karsilik POMC ile CRH
arasinda pozitif korelasyon bulundugu bilinmektedir (210). CRH’un desidualizasyon ig¢in
gerekli oldugu ve hem fare, hem de insan stromal hiicrelerden eksprese edildigi bilinmektedir
(204,211,212). Hiicre kiiltiirii caligmalarinda CRH, desidualizasyonu progesteron, relaksin ve
Ostrojen varliginda proveke etmektedir (204,213). CRH inflamatuvar cevabi baslatarak
insanda ve farelerde endometriyal stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniismesi sirasinda
onemli rol oynamaktadir (214). CRH’un desidualizasyon iizerine olan direkt etkisinin yani
sira, progesteronun desidualizasyona etkisini de PGE2, IL-1 ve IL-6 liretimini degistirerek
sitimiile etmektedir (215). POMC; desidualizasyon sirasinda stromal hiicrelerin desidual
hiicrelere donilismesini arttirmasinin yanisira periferden de yeni desidual hiicrelerin stromaya
eklenerek stromanin biliyiimesini arttirmaktadir. Bazal bolgelerdeki stromal hiicrelerin opiyoid

reseptorlerinden k reseptorii tasidigi ve desiduaya katilimda rol oynadigi bildirilmistir (216).

CRH’un sadece desidualizasyon degil ayn1 zamanda. FasL’yi regiile ederek invazyonu ve
implantasyonu kontrol ettigi gosterilmistir. Maternal desiduada CRH, FasL’yi azaltarak aktif
T lenfosit sayisini azaltmakta ve immun cevap olusmasini engellemektedir. Nitekim CRH
inhibe eden Antalarmin verilerek farelerde yapilan implantasyon ¢alismasinda FasL’de ve
implantasyon bolgesinde azalma dolayisiyla yasayan embriyo sayisinda azalma gézlenmistir

@17).

POMC’nin missed abortus plasentasinda; hem sitotorofoblastlarda (196,16+5,34) hem de
sinsityotrofoblastlarda (322,66+7,00) kontrol grubuna (sirasiyla; 13,334+2,16, 226,00+5,51)
gore daha fazla eksprese edildigi gozlendi ve hem gebeligin devamliliginda, hem de missed
abortusta fetiisiin atimmin engellenmesinde onemli rol oynadign diisiiniildii. in vitro

caligmalarda trofoblastik hiicrelerin POMC sentezledigi ve POMC fragmantlarini
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(BLPH, ACTH ve o-MSH) ortama verdigi gosterilmistir (218). POMC’nin plasentada
gestasyonel donemin erken doneminde bulundugu ve ikinci trimesterde 10 kat arttifi
bilinmektedir. Anne kanindaki POMC’nin de plasenta kaynakli oldugu ve ¢ogul gebeliklerde
miktarinin daha da arttig1 gosterilmektedir. Gebelikten sonra ise POMC miktarinin 48 saatte
diismiis olmast (219). POMC’nin gebelik {izerine etkisinin oldugunun bir belirtisi olarak

degerlendirildi.

Gebelik sirasinda ACTH ve kortizol seviyesi hem annede hem de plasentada dramatik
olarak yiikselmektedir (220). POMC plasental kortizon seviyesini de kontrol ederek gebeligin
devam etmesinde Onemli rol oynamaktadir. Her iki gruba ait doku Orneklerinin
incelenmesinde POMC ekspresyonunun, missed abortus grubu sinsityotroblastlarinda
(322,66+7,00) sitotrofroblastlara (196,16+5,34) gore daha fazla eksprese oldugu ve bu
ekpresyonun steriyogenezis ile iliskili olabilecegi diisliniildii. Plasental CRH ekspresyonunun
sinsityotrofoblastlar tarafindan gerceklestirildigi (221), plasental CRH lokalizasyonunun, fetal
ACTH saliniminin ve fetal adrenal steroidogenezisi arttirdigi bildirilmistir (222).

Fetoplasental iinitin steriyogenezis kapasitesi oldukca giiclidiir ve plazma kortizol
seviyesi gebelikte, gebe olmayanlara gore 2-3 kez artmaktadir (223). Plasenta tarafindan
arttirilan Ostrojen seviyesi, karacigerden kortizon baglayici globulin iiretimini artirir ve
kortizon klirensini azaltir, boylece total kortizol seviyesini yiikseltir (224). Kortizon
seviyesinin diisiikliigii gebelikle bagdagsmamaktadir. Adrenal yetmezligi olan kadinlarin
gebelik orani ancak 1:3000°dir. Adrenal yetmezligi olan vakalar kortizon uygulamalar ile

tedavi edildiginde ise gebelik normal olarak devam etmektedir (225).

IGF’niin hiicre migrasyonu, invazyonu, proliferasyonu, timor olusumu ve apoptoziste rol
oynadig1 bilinmektedir. Bu calismada yapilan immunohistokimyasal degerlendirmelerde
desidual bolgenin (kontrol; 42,83+5,03 ve missed; 98,33+4,08), non-desidual bolgeye
(kontrol; 17,16+6,36 ve missed; 19,16+5,41) kiyasla daha yogun immunoreaktivite gosterdigi
tespit edildi. Daha Once yapilan ¢alismalarda IGF-I immunoreaktivitesinin uterin luminal
epiteli, glandular epitelyum ve endometriyal stromal hiicrelerde oldukca giiclii eksprese
edildigi, buna karsilik myometriyum ve kan damarlarinda orta derece eksprese edildigi
bildirilmis ve IGF-I’in uterin hiicre proliferasyonunda otokrin diizenleyici olarak rol oynadigi
fikri ileri siiriilmistiir (226,227). Kapur ve arkadaslar1 erken gebelik boyunca uterin IGF-I

ekspresyonunun, ovaryan steroidlerin primer diizenleyicisi oldugunu belirtmislerdir (228).
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Bu calismada orneklere ait desidual alanlarin, IGF-I immunoreaktivitesi agisindan, non-
desidual alanlara kiyasla daha giiclii boyandigi gozlendi ve desidualizasyonda 6nemli rol
oynadigi diislintildii. IGF-I’in agirlikli olarak stromada eksprese edildigi (229,230), 6zellikle
gestasyonun 5. giiniinde stromal hiicrelerin desidual hiicrelere farklilasmasi sirasinda oldukga
fazla eksprese edildigi gosterilmistir. Ghahary ve arkadaslart gen ekspresyonu diizeyinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, endometriyumda IGF-I mRNA’sinin hem epitelyal hem de stromal
hiicrelerde bulundugunu ve miyometriyuma ait longitudinal kas ile sirkiilar diiz kas
hiicrelerinde ¢ok yaygin eksprese oldugunu gdostermislerdir (231). Uterin stromada
desidualizasyon gelistigi takdirde, IGF-I mRNA ekspresyonunun non-desidual alan, dig
stroma ve miyometriyal tabakada sinirlandirildigi, desidual zonlarda ise ekspresyonun arttigi
bildirilmistir (12). Jale Oner ve arkadaslarmin 2006 yilinda yaptiklari bir calismada,
gestasyonun 2. giinlinde IGF-I immunoreaktivitesinin zayif oldugu, 3. giinde biraz arttig1 ve 5.
giinde desidualizasyonun baslangici ile beraber maksimum seviyesine ulastigi gdsterilmistir.
Gestasyonun ilk giiniinden 5. giiniine kadar desidual hiicre maturasyonuna paralel, IGF-I
ekspresyonunun artisinin gézlenmesi (12). IGF-I’in desidualizasyon {izerine etkisinin bir

kanit1 olarak degerlendirildi.

Missed abortus ve istemli diisiik vakalarna ait desidual alanlar karsilastirildiginda ise,
missed abortus grubuna ait 6rneklerin IGF-I ile daha fazla boyandigi gozlendi bu da missed
abortusta fetiisiin 6lmesine ragmen gebeligin sonlanmamasinda IGF-I’in rolii olabilecegini

diistindiird.

Bu caligmada desidual alanlarin yani sira plasenta orneklerinde de IGF-I ekspresyonu
gozlendi. Sinsityotrofoblastlardaki IGF-I immunoreaktivitesinin, sitotrofoblast hiicrelerine
kiyasla daha yiiksek oldugu, stromal hiicrelerde ise sitotrofoblastakine benzer 6lciide oldugu
gozlendi. Gebeligin ilk trimesterinde plasental fibroblastlarin IGF-I direttikleri ve bunun
trofoblast hiicrelerinin migrasyonunu destekledigi in vitro olarak gosterilmistir (232). Yapilan
caligmalarda IGF-I’in ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin migrasyonunu aSB3 — integrin
yolag ile birlikte sagladig1 gosterilmistir (67,233). Integrinlerin adhezyon ve migrasyonda rol
oynadiklar1 dolayisiyla embriyo implantasyonu ve plasentasyonunda onemli yere sahip
olduklar1 bilinmektedir. Ekstravilloz trofoblastik hiicrelerden salinan fibronektin ile aSB1 -
integrinin diizenlenmesi ile birlikte IGF-I bu hiicrelerin invazyon ve migrasyonunu aktive

eder (67).
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Bizim c¢alisgmamizda elde edilen immunohistokimyasal degerlere gore sinsityotrofoblast
ve sitotrofoblast hiicrelerine ait immunoreaktivitenin missed abortus grubunda arttig1
gbzlendi. Bu artis missed abortus grubunda plasental hiicrelerin uterusa, kontrol grubuna
kisyasla IGF-I’in etkisiyle ¢ok daha fazla invajine oldugunu ve fetiisiin gebelik devam

ediyormus gibi viicuttan atilmadan kalmasinda IGF-I’in rol oynayabilecegini diisiindiirdii.

Insanlarda, Forkhead transkripsiyon faktdrlerinin alt birimi olan FoxO; FoxO1 (FKHR),
FoxO3 (FKHRL1), FoxO4 (AFX) ve FoxO6 olmak iizere 4 iiyeden olusur. Bu transkripsiyon
faktorleri sitoplazmada inaktif iken nukleusa gectiklerinde aktif hale gelirler ve hiicre siklusu,
apoptozis, anjiyogenezis ve inflamasyonun diizenlenmesinde Onemli role sahiptirler. Bu
calismada FOXO3A immiinoreaktivitesi desidual alanlarda (kontrol; 133,33+17,43 ve missed;
255,83+£12,41) nondesidual alanlara (kontrol; 30,33+4,32 ve missed; 39,66+14,30) gore
artmig olarak gozlendi ve gebeligin devamliliginda rol oynayabilecegi diisiiniildii. Foxo
ailesinin endometriyumdaki ekspresyonu farklilik gostermektedir. FOXO3’iin, H,0,
indiiklenmis desidual hiicrelerde artmadigi buna karsilik undifferansiyel hiicrelerde arttigi,
desidual hiicrelerde FOXO3 seviyesinin %40-60 oraninda daha diisiik oldugu ve
desidualizasyonu baskiladig1 ileri siirilmiistir (234). FOXO1’in endometriyal dokuda
menstrual siklus sirasinda dalgalanma gosterdigi, gebelik gerceklestigi takdirde
ekspresyonunun daha da arttig1, ayrica cAMP ile indiiklenmis desidual bdlgelerde de artig
gosterdigi tespit edilmis ve implantasyon ile desidualizasyonun ger¢geklesmesinde rol oynadigi
rapor edilmistir (235). Foxo ailesinin bir {iyesi olan FOXO04’iin endometriyumda eksprese

olmadig1 bildirilmistir (234,236).

FOXO ailesinin, hiicrelerin kaderleri tizerlerine olan etkisi hormonal ve gevresel faktorlere
gore degisiklik gostermektedir. Desidualizasyonun gergeklesebilmesi i¢in FOXOI1’in
hiicrelerden PRL ve IGFBP-1 ekspresyonunu tetiklemesi gerekmektedir. FOXO1 ayni
zamanda progesteron yoklugunda Bim ekspresyonunu arttirarak apoptozisi indiiklemektedir
(236). FOXO3’iin, hiicrelerin apoptozise veya differansiyasyona gidisi ile ilgili rolii heniiz
tam olarak netlesmemistir. FOXO transkripsiyon faktorlerini aktive eden farkli gen gruplar
oldugu ve fonksiyonlarin1 siki kontrol altinda tuttugu bilinmektedir. FOXO3A’ ’nin diisiik
oksidatif stres kosullarinda hiicre survivalini arttirdigi (234,237-239) ayrica proapoptotik
sinyallerin varliginda hiicre o6liimii icin anahtar mediyatér olarak rol oynadigi da
bildirilmistir(234). Gebelik sirasinda desidual hiicrelerde Fas-L. ve C-FLIP eksprese

olmaktadir, bu artis desidual hiicrelerin ortadan kaldirilmasma yonelik olmayip, maternal
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immuntoleransin saglanmasi i¢in aktif T hiicrelerin ortadan kaldirilmasi ile iligkili olabilir
(51). Ayrica FOXO3’iin asir1 ekspresyonu T hiicrelerinden salinan sitokinleri inhibe ederek
gebeligin devamliliginda 6nemli rol oynamaktadir (240,241). 2011 yilinda Lappas ve
arkadaslar1 yaptiklar1 ¢alismada bakteriyel endotoksin ile olusturduklari inflamasyonu, nikotin
amid ve FOXO3 ile ortadan kaldirdiklarin1 boylece gebeligin devam ettirilebilecegini
bildirmistir (240).

FoxO proteinlerinin, T hiicre aktivasyonu ve proliferasyonunu IxkB ekspresyonunu up-
regiile ederek de korudugu (242) ve FOXP3’iin self-toleransin gelismesinde ve bdylece
otoimmun hastaliklardan korunmada onemli role sahip oldugu da bildirilmistir (243). Bu
nedenle bu calismada missed abortus vakalarinda FOXO3A immunoreaktivitesinin artmis
olmas1 desidualizasyondan c¢ok, hiicrelerin hafif oksitatif strese olan diren¢ artigini
saglamasina yonelik olabilecegini diislindiirdii. Missed abortus vakalarinda embriyonun
yasamsal Ozelliklerini kaybetmis olmasina ragmen heniiz tam bir inflamasyon gelismemesi
nedeni ile embriyo atilimi gergeklesmemektedir. Bu sirada diisiik diizeydeki oksitatif stresin,
FOXO3’iin hiicrelerin sag kalimina olan etkisini arttirmasina bagli olarak hiicreler yagsamaya
devam ediyor ve embriyo atilimi engelleniyor olabilir. Endometriyal dokuda asir1 oksidatif
stresin hiicre 6liimiine neden olarak preeklampsi yolu ile gebelik kayiplarina ve fetal biiyiime
geriliklerine neden oldugu (234,244), bu tiir vakalara gebelik sirasinda antioksidan verildigi
bilinmektedir. Bu nedenle riskli preeklampsik vakalarda C ve E vitamini verilmesinin

preeklampsi insidansini azalttig1 randomize ¢alismalarda gosterilmistir (234)

Kontrol ve missed abortus grubuna ait plasenta Orneklerinin incelenmesinde FOXO3
immiinoreaktivitesinin her iki grupta da oldukea diisiik oldugu ancak missed abortus grubunda
hafif artis gosterdigi gozlendi. Sinsityotrofoblastlarin maternal kan ile direkt temasta oldugu
ve plasenta fonsiyonlarim1 yerine getirmede oldukc¢a Onemli rol oynadigi bilinmektedir.
FOXO3A’nin gebelik komplikasyonlarinda 6nemli rol oynadigi, sinsityotrofoblastlardaki
artisinin apoptozise neden olarak IUGR ve preeklampsiye neden oldugu bildirilmistir
(204,245). FOXO3A’nin bu etkisi sinsityotrofoblastlardaki bozukluklarin anneden fetusa
besin maddelerinin gegisini engelmesi yolu ile olmaktadir (246). Ayrica FOXO proteinlerinin
aktivasyonunun glukoz metabolizmasint bozdugu (247) bilinmektedir. Bu nedenle
FOXO3A’nin sinsityotrofoblastlardaki ekspresyonunun apoptozisi engelleyerek gebeligin

devamliliginda rol oynayabilecegi diisiiniildii.
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Yapisal bir proprotein konvertaz olan furin proteini endometriyumda yaygin olarak
bulunmaktadir. Furin’in, endometriyal luminal ve glandular epitelde, stromal fibroblastlarda,
endotel ve lokositlerde immunolokalize oldugu gosterilmistir (248). Bizim calismamizda
kontrol grubu desidua Orneklerinin furin monoklonal antikoru ile boyanmis preparatlarinin
incelenmesinde, furin ekspresyonunun ozellikle desidual hiicreler (131,16+3,54) olmak iizere
desidua bazalis stromasinda yaygin olarak bulundugu goézlendi. Furin’in menstrual siklus ve
gebeligin birinci trimesterinde eksprese edildigi ve desidualizasyon sirasinda bu ekspresyonun
devam ettigi bildirilmistir (248). Furinin; IL-11, prostaglandin E2, relaksin (249), IGF-I (250),
insiilin reseptdrii (251), hepatosit bliylime faktorii reseptorii (252), a-integrinler (253), matriks
metalloproteinazlar(254) gibi birgok substratin, TGFB-1(255), aktivin A (256), Miilleriyan
inhibe edici madde (257), BMP4 (258) ve Nodal (258) gibi TGFp-iliskili molekiillerin aktif
formuna doniismesinde 6nemli rol oynadigi bilinmektedir (259). Stoikos ve arkadaslari
yaptiklar1 bir ¢aligmada insan endometriyal stromal hiicrelerin desidualizasyonunda TGF-
B’nin BMP2 ile birlikte 6nemli rol oynadigini buna karsilik BMP4 ekspresyonunda ise
minimal artis oldugunu bildirmistir (260). Bu nedenle bu ¢alismada furin ekspresyonunun
artmig olmasinin, desidualizasyon patogenezinde rol oynayan TGF-f artisina neden olarak

desidualizasyonun gerceklesmesinde rol oynayabilecegi diisiiniildii.

Literatiir taramasinda missed abortuslu vakalarda furin ekspresyonu ile ilgili bilgilere
ulagilamamaktadir. Missed abortus grubu desidua oOrneklerinin immunohistokimyasal
tekniklerle incelenmesinde, furin ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigr gézlendi
(kontrol; 131,164+3,54 ve missed; 227,50+11,72). Bu nedenle bizim ¢alismamizda furin
ekspresyonunun missed abortus grubu desiduasinda artmis olmasi, missed abortus

patogenezinde furinin rolii olabilecegini diisiindiirdii.

Gebelik boyunca fetus ve anne arasindaki iletisimin saglanmasi prekiirsorleri furin
tarafindan aktive edilen MMPler, epitelyal biiyiime faktor ailesi, adhezyon molekiilleri ve
TGF siiperailesini igeren bir seri proteinler tarafindan diizenlendigi bildirilmistir (261). MTI-
MMP’1n hiicre migrasyonu, anjiogenezis ve timdr metastazi lizerine etkisi oldugu (262) ve
zimojen olarak sekrete edilen MT1-MMP’1n furin tarafindan aktive edildigi bilinmektedir.
Plaiser ve arkadaglar1 missed abortus iizerine yaptig1 ¢alismada desidual alanlarda membran-
tip matriks metalloproteinaz (MT1-, MT2-, MT3- and MT5-MMP ) artis1 oldugunu rapor
etmislerdir (263).
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Yaygin olarak eksprese edilen Furin, yapisal salgi proteinlerinin olusumunda gorev yapan
temel PC’dir (17). Bu c¢alismada; furinin kontrol grubu plasentasinda; Ozellikle
sinsityotrofoblastlarda (81,504+4,08) eksprese edildigi tespit edildi. Bu da furinin, gebeligin
devamliliginda trofoblast fonksiyonlarinda rol oynayabilecegini diigiindiirdii. Zhou ve
arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklart ¢alismada maymunlarda ve insanlarda erken gebelik
doneminde trofoblastlarin furin ekspresyonlarinda artis oldugunu, furin knocking down
yapilan grupta ise invazyon ve migrasyonun bozuldugunu bildirmislerdir (264) Insan
plasentasindaki villus ve sinsityotrofoblastlardaki furin ekspresyonu birinci trimesterde
iiclincli trimestere kiyasla oldukga yliksektir, bu da erken gebelik boyunca plasentasyonda ve
sinsityotrofoblastlarin olusumunda furinin 6énemli fonksiyonlar1 oldugunu diisiindiirmektedir

(261).

Furinin timor biiylimesi, invazyonu ve metastazinda rol oynadigi; bas, boyun, meme ve
akciger kanserlerinin invazyon ve proliferasyonunun gelismesi ile iliskili oldugu
bilinmektedir (92). Bizim c¢alismamizda furin ekspresyonunun missed abortus grubuna ait
sinsityotrofoblastlarda (322,67+3,26), kontrol grubuna (81,50+4,08) kiyasla olduk¢a artmis
oldugu gozlendi. Salamonsen ve arkadaglari 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada MTI-
MMP’1n implantasyon sirasinda trofoblast invazyonunu kontrol ettigini bildirmislerdir (10).
Bu nedenle bizim ¢alisgmamizda furinin; muhtemelen MT1-MMP ile birlikte invazyon iizerine
etki ederek missed abortus grubunda plasentanin ayrilmamasini ve gebeligin devam etmesini

sagliyor olabilecegi diisiiniildii.

Roebrobek AJ (1998) ve arkadaslar1 fareler {izerinde yaptiklar1 calismada furin
mRNA’sin1 plasentanin asil kismini olusturan koriyon ve ekstraembriyonik dokularda
eksprese edildigini gostermislerdir. Furin eksikliginde endotel hiicrelerinin terminal
differensiyasyonunun gerceklesmedigi, endotel hiicreleri prekiirsorlerinden FLK-1 eksprese
edilmesine ragmen biiyilk damar gelisiminin gerceklesmedigi (265) goz Oniine alindiginda
missed abortusta furin ekspresyonunun fazla olmasinin, kan damarlariin gelisiminin devam
etmesine neden oldugu ileri striilebilir. Furin ayrica hiicre hiicre adezyonunda da rol
oynamaktadir (266). Furinin koriyoanantoik fiizyonda VCAM-1 ve Alfa4 integrin
ekspresyonunu artirarak hiicre baglantilarini arttirdigi rapor edilmistir (267). Bu ¢alismada
missed abortuslu vakalarda furin ekspresyonunun artmig olmasi kan damarlarinin geligimini
ve hiicre invazyonlarinin devamini saglayarak embriyo tahliyesinin engellenmesine etki

yaptig1 da ileri siiriilebilir.
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Ozellikle sinsityotrofoblastlarin farklilasmasinda furinin rolii oldugu rapor edilmistir. Bu
islem sirasinda sinsitin 1 ve 2 ‘nin rol oynadigi, boylece trofoblastlarin invazyon kapasitesini
kontrol  ettigi  bilinmektedir (261). Bu nedenle furin, sinsityotrofoblastlarin
differansiyasyonunu saglayarak ve invazyonunu kontrol ederek missed abortusta diistiglin

gerceklesmesini engelliyor olabilir.

Cesitli dokularda yaygin olarak eksprese edilen PC6, ilk olarak ekstra-embriyonik
dokularda olmak tizere erken embriyonik gelisim boyunca gézlemlenmistir(248). Embriyonun
9. gilinlinde, ozellikle maternal-embriyonik gecis bolgesinde diger konvertazlar eksprese
edilmezken, PC6 eksprese edilmektedir (18,19). Bizim calismamizda kontrol ve missed
grubunun PC6 monoklonal antikor ile boyanmis desidualarinin immunohistokimyasal
incelemelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Buna karsilik desidual bolge
(kontrol; 136,00+4,56 ve missed; 144,16+13,57) ile non desidual bolge (kontrol; 23,66+5,50
ve missed; 35,33+4,80) arasinda anlamli bir fark gozlendi, bu da PC6’nin normal
desidualizasyonda oldugu kadar missed abortus desidualizasyonunda da rol oynadigini
diistindiirdii. Okada ve arkadaslar1 PC6’nin desidualizasyonda énemli oldugunu ve eksiliginde
desidualizasyonun gozlenmedigini bildirmislerdir (268) PC6; siklus ve gebeligin birinci
trimesteri boyunca stromal ve glandular kompartmanlarda eksprese edilir. Endometriyumun
implantasyon i¢in hazirlanmasinda PC6 Onemli role sahiptir (248). PC5/6 mRNA
ekspresyonunun birgok endokrin ve non-endokrin dokuda gézlendigini, ancak implantasyon
bolgesinde ekspresyonun daha fazla oldugunu buna karsilik gebe olmayan uterusunda ve
implantasyon Oncesi erken gebelik doneminde de diisiik seviyede eksprese oldugunu
bildirmislerdir. Farelerde 4.5-5.5 giinlerde PC6 geninin dramatik olarak arttig1 ve uterustaki
ilk morfolojik degisikliklerden sorumlu olabilecegi ileri siiriilmiistiir. PC5/6 ekspresyonunun
ozellikle desidual hiicrelerin etrafinda ve antimezometriyal tarafta oldugu, PC5/6 inhibe

oldugu takdirde implantasyonun gerceklesmedigi (269) rapor edilmistir.

Desidualizasyon sirasinda IGF, VEGF, EGF, TGF-f, néromodulatorler, renin/anjiyotensin
ailesi, integrinler, matriks proteinazlar1 eksprese olmaktadir. Bu molekiillerin inaktif formda
salinmakta oldugu ve daha sonra proteolitik enzimler aracilifi ile aktif forma gectikleri
bilinmektedir (268). Desidualizasyonda rol oynayan diger bir faktdor de progesteron
reseptoridiir. Okada ve arkadaslart yaptiklart ¢calismada desidual embriyonik kok hiicreleri
PC6 ile muamele ettiklerinde progesteron reseptoriiniin arttigini1 rapor etmisler ve PC6’nin;
proteolitik fonksiyonlarin1 goz oniine alarak desidualizasyonda rol oynayan EGF ve aktivin A

nin aktive edilmesinde rol oynadigini ileri siirmiislerdir (268). Nie ve arkadaslar1 2008 yilinda
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yaptiklar1 bir calismada desidual hiicreleri iki boyutlu jel elektroforezi yaparak
incelediklerinde PC6’nin kaldezmon, tropomiyozin-2 ve tropomiyozin-4 proteinlerinin
klavajina neden olarak aktif formuna doniismesinde rol oynadigini bildirmislerdir. Kaldezmon
ve tropomiyozin yapisal bir protein olup aktin filaman reorganizasyonunda rol oynamaktadir.
PC6’'nin aym1 zamanda desidual hiicrelerde yapisal remodelinge de neden oldugunu
bildirmiglerdir (270). Bu nedenle yaptigimiz calismada, literatiirle uyumlu olarak, PC6
immunoreaktivitesinin desidual alanlarda, non-desidual alanlara kiyasla fazla olmasi PC6’nin

desidualizasyonda énemli rol oynadigini diistindiirdi.

PC6’nin normal gebelikteki rollerini arastiran ¢alismalar olmasina ragmen missed abortus
vakalarinda etkisi tam olarak bilinmemektedir. Bu caligmada missed abortus grubunda,
normal gebeliklere benzer ekspresyon gozlenmesi, aralarinda istatistiksel farkin olmamasi
PC6’nin her iki grup desiduasinda benzer miktarda salgilandigini ve benzer fonksiyonlar
gosterdigini diislindiirdlii. Ayrica PC6’nin, desidualizasyonda rol oynayan diger molekiillerle
birlikte, missed abortus vakalarinda desidualizasyonun gerceklesmesini sagladigi ve bu
nedenle fetal yasam sona ermesine ragmen fetiisiin atilmasina engel olarak gebeligin devam

etmesinde rol oynadig diisiiniildii.

Kontrol grubu plasentasinda PC6 ekspresyonunun sinsityotrofoblastlarda (118,33+7,52)
sitotrofoblastlara (75,00+6,06) kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu da PC6’nin
plasentasyonda, Ozellikle sinsityotrofoblast proliferasyonu ve invazyonunda rol oynuyor
olabilecegini diislindiirdii. Tsuji ve arkadaslar1 yaptiklar1 bir calismada insan ve rat
plasentasindaki birgok biyoaktif proteinin (biiyiime faktorleri, adhezyon faktorleri ve peptid

hormonlar), PC6 aktivitesi ile diizenleniyor olabilecegini ileri stirmiislerdir (271).

Bizim ¢alismamizda missed abortus (268,17+9,43) vakalarinin sinsityotrofoblastlarindaki
PC6 ekspresyonu, kontrol grubuna (118,33+7,52) kiyasla olduk¢a fazla gdzlendi. E.
Dimitriadis ve arkadaslar1 2010 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada PC6 nin adezyon molekiillerini
ve hiicre ylizey proteinlerini diizenleyerek epitelyal etkilesimde gorev aldigin1 ve boylece
embriyonun tutunmasinda ve implantasyonda rol oynadigimi ileri slrmiislerdir. Ayrica
PC6’nin desidual hiicreler tarafindan {iretilen diger kemokinler (CX3CLI1,CCL14) ve
sitokinler (LIF, IL-11) ile birlikte trofoektoderm invazyonunun ve desidua ile plasenta
arasindaki lokosit trafiginin diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini bildirmislerdir (272).

Yaptigimiz bu g¢alismada missed abortus grubuna ait sinsityotrofoblastlarda ekspresyonun
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yiiksek olmasi, PC6’nin, plasentanin ayrilmamasinda ve gebeligin devam etmesinde etkili

olabilecegini diisiindiirdii.

Temel olarak germinal hiicreler, pakiten spermatositler ve sferik spermatidlerde bulunan
PC4, testis ve ovaryan hiicrelerde bulunmasi dolayisiyla diger konvertazlardan ayrilir ve
iireme biyolojisinde dnemli rol oynar (273), Bizim calismamizda her iki gruba ait desidua
orneklerinde (kontrol; 67,66+£5,68 ve missed; 121,50+11,89) non-desidua Orneklerine
(kontrol; 12,00+1,89 ve missed; 14,00+4,77) kiyasla yiiksek PC4 ekspresyonu gozlendi.
PC4’iin enzimatik 6zellikleri ve fizyolojik substratlar1 hakkinda ayrintili bilgi mevcut degildir.
(273). Ancak pro-IGF prekiirsorlerinden hem IGF-I’in hem de IGF-II'nin PC4 i¢in potansiyel
substratlar oldugu ileri striilmistir (273). IGF-I ve IGF-II ekspresyonunun, insan
endometriyumunun siklik bliytime ve farklanmasinda dnemli rol oynadigi (274), otokrin ya da
parakrin aracili olarak proliferasyonu diizenledigi gosterilmistir. (275). Yaptigimiz calismada
PC4 ile IGF-I ekspresyonu arasinda korelasyona rastlanmadi. Bu da PC4’lin; IGF-I’den

ziyade IGF-II"yi aktif formuna ¢evirerek desidualizasyonda rol oynadigini diistindiirdii.

Bizim calismamizda yapilan immunohistokimyasal incelemede missed abortus grubuna
ait desidua Orneklerinin (121,50+11,89) PC4 immunoreaktivitesinin, kontrol grubuna
(67,66+5,68) kiyasla artmis oldugu gdzlendi. Bu da PC4’iin, IGF-II ve heniiz belirlenmemis
diger substratlar lizerinden, missed abortusta fetal yasamin sona ermesine ragmen gebeligin

devam etmesinde rol oynuyor olabilecegini diislindiirdii.

Yaptigimiz immunohistokimyasal degerlendirmelerde PC4’lin plasentada, &zellikle
sinsityotrofoblastlarda (kontrol; 48,83+5,74 ve missed; 281,83+23,28) eksprese oldugu
gozlendi ve PC4’lin plasentasyonda rol oynayabilecegi diisliniildii. Daha oOnce yapilan
caligmalarda PC4’lin plasentada ve invaziv ekstravilloz trofoblastlarda eksprese edildigi
gosterilmistir (276). Bu calismada PC4 ekspresyonunun sinsityotrofoblastlarda yiiksek
bulunmasi, diger bircok proprotein konvertaz gibi PC4’tin de ekstravilloz trofoblast
hiicrelerinin proliferasyon ve invazyonunda rol oynadigini dolayisiyla normal plasentasyon

icin gerekli bir molekiil oldugunu diistindiirdii.

Yaptigimiz calismada missed abortus grubuna ait sinsityotrofoblast orneklerinde PC4
immunoreaktivitesinin kontrol grubuna kiyasla arttig1 gézlendi. Bu da desiduadakine benzer
sekilde PC4 immunoreaktivitesinin artisinin IGF-II ile iligkili olabilecegini diisiindiirdii. IGF-
IT fetoplasental biiylimede 6nemli rol oynar ve PC4; IGF-II’nin pro-IGF-II formundan aktif
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ara formu olan IGF-II'nin olugmasini, sonrasinda da matiir IGF-II'nin olusmasin1 (277)
saglar. IGF-II, fetiis ve plasentada eksprese edilmektedir (278). Yapilan ¢calismalar IGF-II’nin,
ekstravilloz trofoblast migrasyon-invazyonunu stimiile ederek (279) fetoplasental biiyiimeyi
diizenledigini (278,280) ve gelisim boyunca plasentadaki aligverisini kolaylastirdigini (276)
gostermektedir. Qing Qiu ve arkadaglart 2005 yilinda yaptiklar1 calismada IGF-1I’nin pro-
formundan aktif forma ge¢mesi i¢in, gebelikle baglantili olarak PC4 seviyesinin arttigini ve

bu sekilde fetoplasental biiylimeyi destekliyor olabilecegini ileri stirmiislerdir (276).

Gecmis yillarda yapilan calismalarda PC4’tin disi farelerde, ovaryumdaki makrofaj-
benzeri hiicrelerde eksprese edildigi ve seviyelerinin, inflamasyonda oldugu gibi, aktif
makrofajlar tarafindan baskilandig1 bildirilmistir (18). Missed abortus grubuna ait desidua ve
sinsityotrofoblastlarda PC4 ekspresyonunun, kontrol grubuna kiyasla artmis olmasindan yola
cikarak, missed abortusta gebeligin sonlanmasina sebep olabilecek inflamasyonun

baskilandig1 dolayisiyla gebeligin devam ettigi fikri ileri siiriilebilir.

Bir¢ok proprotein konvertazin fizyolojik fonksiyonlar1 bilinmesine ragmen, bu ailenin 7.
ve en ¢ok korunmus olan iliyesi PC7’nin temel fonksiyonlar1 tam olarak bilinmemektedir
(281). Bizim calismamizda PC7 immunoreaktivitesinin kontrol ve missed grubuna ait hem
desidual (kontrol; 29,50+2,88 ve missed; 31,66+5,31) hem de non-desidual (kontrol;
18,33+2,33 ve missed; 13,16+2,40) alanlarda ¢ok zayif olarak eksprese edildigi gozlendi ve
aralarinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. PC7’nin her iki gruptaki zayif
ekspresyonu PC7°nin yapisal olarak eksprese oldugu ve bulunan degerlerin bazal degerler
oldugu diisiiniildii. PC7’nin endometriyumun normal siklik degisiklikleri sirasinda eksprese
oldugu, ancak in vitro ESC ile ¢calismalarda PC7 mRNA’sinda desidualizasyon sirasinda artis
olmadig1 gosterilmistir ve PC7’nin stromal ve glandular kompartmanda siklus sirasinda ve ilk
trimersterde bulunmasinin yapisal ekspresyon oldugu bildirilmistir (248). Stromadaki
PC7°nin ekspresyonun desidualizasyondan bagimsiz oldugu fare deneylerinde de

gosterilmigtir (190).

PC7’nin her iki gruptaki diisiik diizeydeki ekspresyonu PC7’nin genel hiicresel
mekanizmalar1 diizenleme fonksiyonu ile iligkili olabilecegi ileri siiriilebilir. Normal gebe ve
missed abortus grubu arasinda PC7’nin immunoreaktivitesinin degisiklik gdstermemesi, her
iki grupta PC7’nin diizenledigi benzer immunolojik mekanizmalarin ¢alistiginin bir gostergesi
olarak degerlendirildi. Leonhardt RM ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada

PC7°nin MHC class I proteinlerin stabil olmayan formlarinin diizeltilmesi igin gerekli
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oldugunu ve MHC-I’in aracilik ettigi antijen presentasyonu i¢in 6nemli rol oynadigini rapor
etmistir (282). MHC-I proteinlerinin 6zellikle HLA-G nin immunomodeulator etkisi gebeligin
devami icin gereklidir. HLA-G eksikliginin hem normal hemde invitro feritilizasyon
sirasinda gebelik riskini azalttig1 bildirilmistir (283). 2012 yilinda yapilan bir ¢calismada da
HLA-G polimorfizmi ve HLA-G protein seviyesindeki degisikliklerin tekrarlayan diisiiklerde
neden oldugu rapor edilmistir (284).

Kontrol grubuna ait plasenta Orneklerinin PC7 ekspresyonuna bakildiginda ise
sitotrofoblast (kontrol; 26,83+5,19 ve missed; 12,83+2,56) ve sinsityotrofoblastlarda (kontrol,
26,5043,93 ve missed; 10,83+1,32) zayif immunoreaktivite oldugu ve missed abortus grubuna
kiyasla hem sitotrofoblastlar hem de sinsityotrofoblastlarda ekspresyonun c¢ok hafif arttig
gozlendi. PC7 yapisal bir PC’dir ve bir ¢ok fonksiyonu oldugu bilinmektedir. Trofoblastik
hiicrelerin implantasyonu tetikledigi plasenta i¢in gerekli hormonlar1 salgiladigi ve embriyoyu

immun sistemden korudugu bilinmektedir(285).

PC7°nin plasentadaki gorevleri tam olarak bilinmemektedir. Koide S ve arkadaslar
yaptiklar1 calismada insan plasentasi ile plasental koryokarsinoma hiicre hattinda diigiik
oksijen konsantrasyonlarinda PC7’de artisinin olmadigin1 géstermis olmasi plasental PC7’nin
yapisal olarak sentezlendiginin bir belirtisi olarak degerlendirildi. PC7, pro-EGF prosesini
indiikler ve EGF’in membran-bagimli EGFR’ne baglanir, boylece hiicrenin hayatta kalmasi,
farklilagsmasi ve ¢cogalmasini indiikledigi de bilinmektedir. PC7°nin EGF iizerine etkileri goz
ontine alindiginda, PC7°nin trofoblastik hiicrelerin hayatta kalmasi1 c¢ogalmasi ve

farklilasmasinda rol oynadigi ileri stiriilebilir (286).

PC7’nin embriyo gelisimi ve implantasyon iizerine de EGF iizerinden etkisi olabilir. EGF
ve TGF-o preimplantasyon fare embriyolarinda protein sentezini uyarirlar. EGF
reseptorlerinin yoklugunda ise i¢ hiicre kitlesi implantasyon doneminde dejenere olur. Yapilan
bircok c¢alismada EGF reseptorii hasarimin implantasyonda basarisizliga sebep oldugu
gosterilmistir(287). Murin blastokistlerde eksprese edilen EGF reseptorii; EGF, TGF-a ve
heparin-baglayic1 epidermal biiylime faktoriine baglanir. Yaptigimiz c¢alismada PC7
ekspresyonunun kontrol grubu plasentasinda yiiksek olmasi, PC7’nin EGF iizerinden

plasentasyonda ve gebeligin devaminda rol oynayabilecegini diisiindiirdii.
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6. SONUCLAR

Calismamizda; missed abortus ve istemli gebelik evokuasyonu yapilan olgularin
endometriyum ve plasenta doku oOrneklerinde; TNF-a, TGF-B2, IGF-I, POMC, FOXO3A,
PC4, PC6, PC7 ve FURIN dagilimlari immunohistokimyasal yontem ile karsilastirildi.

TNF-o immunoreaktivitesi; kontrol grubu desiduasinda H-skor degerleri 216,66 + 11,69
olarak bulundu ve bu degerin spontan abortusa neden olmadig1 géz oniine alindiginda bazal
TNF-a ekspresyonu olarak degerlendirildi. TNF-a immunoreaktivitesinin missed abortus
grubunda (128,33+11,69), kontrol grubu desiduasinda gozlenen immiinoreaktiviteden bile az
olmasi ise, abortusu tetikleyen mekanizmalarin harekete gegmesini engelledigini ve bdylece

missed abortus vakalarinda tahliyenin ger¢eklesmesini engelleyici rol oynadigini diistindiirdii.

TNF-a ile boyanmis preparatlarin  plasenta  Orneklerinin  incelenmesinde
sinsityotrofoblastlardaki immunoreaktivitenin olduk¢a belirgin oldugu, ayrica missed grubuna
ait doku Orneklerinin sinsityotrofoblast immunoreaktivitesinin kontrol grubundan daha fazla
oldugu gozlendi. Hem kontrol hem de missed grubu sinsityotrofoblastlarin yiiksek diizeyde
TNF-o eksprese etmesi trofoblast fonksiyonlarmin devam ettiginin bir belirtisi olarak
degerlendirildi. Missed grubunda bu hiicrelerin immunoreaktivitesinin daha fazla olmasi

embriyonun atiliminin engellenmesinde rolii olabilecegini diistindiirdi.

TGF-B2 immunoreaktivitesinin hem kontrol grubu (266,00+£8,60), hem de missed abortus
grubu (158,33+6,05) desidualarinda, her iki grubun non-desidual alanlarina (sirasiyla;
38,16£8,63; 37,00+8,48) gore daha fazla bulundugu gozlendi ve desidualizasyonda, gebeligin
devam etmesinde rol oynadigi ve missed abortus vakalarinda heniiz dokuda dejenerasyon

gozlenmemesi nedeni ile TGF-f immunorektivitesi artis1 olmadigi diisiiniildi.

Kontrol grubu sito ve sinsityotrofoblastlarinda oldukca diisiik diizeyde TGF-2
immunoreaktivitesi gozlendi (sirasiyla; 10,33+1,63; 51,66+3,61). Missed abortus grubunda
sinsityotrofoblastlarda (240,00+£13,75) belirgin bir artis gozlenirken sitotrofoblastlar
(24,66+2,33) arasindaki fark daha az gozlendi. Missed abortus vakalarindaki TGF-B2 artisi,

diistiglin gerceklesmemesini ve embriyonun tahliyesini engelledigini diisiindiirdi.

POMC immunoreaktivitesi her iki gruba ait desidual alandaki hiicrelerdeki (kontrol;
211,83£15,03 ve missed; 290,83+41,03) olduk¢a yogun bulundu. Bu da POMC’nin

miyometriyal kontraksiyonu inhibe ederek diisliglin gergeklesmesini engelledigini
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diisiindiirdii. Ayrica POMC immunoreaktivitesinin, her iki gruba ait desidual alanda,
nondesidual (kontrol; 12,33+1,63 ve missed; 34,50+9,66) alanlara gore daha fazla bulundugu

gbzlendi ve uterin biiylime ile iliskili olabilecegi diisiiniildii.

Hem kontrol hem de missed abortus grubu desidualarinda oldukca yiiksek diizeyde POMC
ekspresyonu gozlenmesi, missed abortus grubunda desidual hiicrelerin sayisinin daha fazla
olmasinin yani sira POMC ekspresyonunun daha fazla bulunmasit POMC’nin desidualizasyon

iizerine etkisinin de olabilecegini diislindiirdii.

POMC’nin missed abortus plasentasinda; hem sitotorofoblastlarda (196,16+5,34) hem de
sinsityotrofoblastlarda (322,66+7,00) kontrol grubuna (sirasiyla; 13,33+2,16, 226,00+£5,51)
gore daha fazla eksprese edildigi gozlendi ve hem gebeligin devamliliginda, hem de missed

abortusta fetiisiin atiminin engellenmesinde 6nemli rol oynadig diisiiniildii.

Her iki gruba ait doku oOrneklerinin incelenmesinde POMC ekspresyonunun, missed
abortus grubu sinsityotroblastlarinda (322,66+7,00) sitotrofroblastlara (196,16+5,34) gore
daha fazla eksprese oldugu ve bu ekpresyonun steroidogenezis ile iliskili olabilecegi

diistiniildii.

Yapilan immunohistokimyasal degerlendirmelerde IGF-I immunoreaktivitesinin desidual
bolgede (kontrol; 42,83+5,03 ve missed; 98,3344,08), non-desidual bolgeye (kontrol;
17,16+£6,36 ve missed; 19,16+5,41) kiyasla daha yogun oldugu tespit edildi. Bu da IGF-I’in
desidualizasyonda oOnemli rol oynadigini diisiindiirdii. Missed abortus ve istemli diisiik
vakalarina ait desidual alanlar karsilastirildiginda ise, missed abortus grubuna ait 6rneklerin
IGF-I ile daha fazla boyandig1 gozlendi, bu da missed abortusta fetiisiin 6lmesine ragmen

gebeligin sonlanmamasinda IGF-I’in rolii olabilecegini diisiindiirdii.

Sinsityotrofoblastlardaki IGF-I immunoreaktivitesinin, sitotrofoblast hiicrelerine kiyasla
daha yiiksek oldugu, stromal hiicrelerde ise sitotrofoblastakine benzer Olclide oldugu
gozlendi. Elde edilen immunohistokimyasal degerlere gore sinsityotrofoblast ve sitotrofoblast
hiicrelerine ait immunoreaktivitenin missed abortus grubunda arttig1 gozlendi. Bu artig missed
abortus grubunda plasental hiicrelerin uterusa, kontrol grubuna kisyasla IGF-I’in etkisiyle cok
daha fazla invajine oldugunu ve fetiisiin gebelik devam ediyormus gibi viicuttan atilmadan

kalmasinda IGF-I’in rol oynayabilecegini diisiindiirdii.
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FOXO3A immiinoreaktivitesi desidual alanlarda (kontrol; 133,33+17,43 ve missed,
255,83+12,41) nondesidual alanlara (kontrol; 30,334+4,32 ve missed; 39,66+14,30) gore

artmis olarak gbzlendi ve gebeligin devamliliginda rol oynayabilecegi diisiiniildii.

Missed abortus vakalarinda FOXO3A  immunoreaktivitesinin  artmis  olmasi
desidualizasyondan cok, hiicrelerin hafif oksitatif strese olan diren¢ artisin1 saglamasina
yonelik olabilecegini diisiindiirdii. Missed abortus vakalarinda embriyonun yasamsal
ozelliklerini kaybetmis olmasina ragmen heniiz tam bir inflamasyon gelismemesi nedeni ile
embriyo atilimi gerceklesmemektedir. Bu sirada diisiik diizeydeki oksitatif stresin, FOXO3’iin
hiicrelerin sag kalimina olan etkisini arttirmasina bagli olarak hiicreler yasamaya devam

ediyor ve embriyo atilimi engelleniyor olabilir.

Kontrol ve missed abortus grubuna ait plasenta Orneklerinin incelenmesinde FOXO3A
immiinoreaktivitesinin her iki grupta da oldukca diisiik oldugu ancak missed abortus grubunda
hafif artig gosterdigi gozlendi. FOXO3A’nin sinsityotrofoblastlardaki ekspresyonunun

apoptozisi engelleyerek gebeligin devamliliginda rol oynayabilecegi diisiiniildii.

Kontrol grubu desidua oOrneklerinin furin monoklonal antikoru ile boyanmis
preparatlarinin  incelenmesinde, furin ekspresyonunun oOzellikle desidual hiicreler
(131,1643,54) olmak tizere desidua bazalis stromasinda yaygin olarak bulundugu gozlendi.
Furin ekspresyonunun artmis olmasinin, desidualizasyon patogenezinde rol oynayan TGF-3

artisina neden olarak desidualizasyonun ger¢eklesmesinde rol oynayabilecegi diisiiniildii.

Missed abortus grubu desidua Orneklerinin  immunohistokimyasal tekniklerle
incelenmesinde, furin ekspresyonunun kontrol grubuna gore arttigt gozlendi (kontrol;
131,16+£3,54 ve missed; 227,50+11,72). Furin ekspresyonunun missed abortus grubu
desiduasinda artmis olmasi, missed abortus patogenezinde furinin rolii olabilecegini

diistindiirdi.

Bu calismada; furinin kontrol grubu plasentasinda; Ozellikle sinsityotrofoblastlarda
(81,50+4,08) eksprese edildigi tespit edildi. Bu da furinin, gebeligin devamliliginda trofoblast
fonksiyonlarinda rol oynayabilecegini diisiindiirdii. Furin ekspresyonunun missed abortus
grubuna ait sinsityotrofoblastlarda (322,67+3,26), kontrol grubuna (81,50+4,08) kiyasla
olduk¢a artmis oldugu gozlendi ve furinin, muhtemelen MT1-MMP ile birlikte invazyon
iizerine etki ederek missed abortus grubunda plasentanin ayrilmamasini ve gebeligin devam

etmesini sagliyor olabilecegi diisliniildii. Ayrica missed abortusta furin ekspresyonunun fazla
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olmasinin, kan damarlarinin gelisimini ve hiicre invazyonlarinin devamini saglayarak embriyo

tahliyesinin engellenmesine etki yaptig1 da ileri siiriilebilir.

Kontrol ve missed grubunun PC6 monoklonal antikor ile boyanmig desidualarinin
immunohistokimyasal incelemelerinde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamadi. Buna
karsilik desidual bolge (kontrol; 136,00+4,56 ve missed; 144,16+13,57) ile non desidual bolge
(kontrol; 23,66+5,50 ve missed; 35,33+4,80) arasinda anlamli bir fark goézlendi, bu da
PC6’nin normal desidualizasyonda oldugu kadar missed abortus desidualizasyonunda da rol

oynadigini diisiindiirdii.

Bu c¢alismada missed abortus grubunda, normal gebeliklere benzer ekspresyon
gozlenmesi, aralarinda istatistiksel farkin olmamasi PC6’nin her iki grup desiduasinda benzer
miktarda salgilandigini ve benzer fonksiyonlar gosterdigini diisiindiirdii. Ayrica PC6’nin,
desidualizasyonda rol oynayan diger molekiillerle birlikte, missed abortus vakalarinda
desidualizasyonun gerceklesmesini sagladigi ve bu nedenle fetal yasam sona ermesine ragmen

fetiisiin atilmasina engel olarak gebeligin devam etmesinde rol oynadig: diistintildii.

Kontrol grubu plasentasinda PC6 ekspresyonunun sinsityotrofoblastlarda (118,33+7,52)
sitotrofoblastlara (75,00+6,06) kiyasla daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu da PC6’nin
plasentasyonda, Ozellikle sinsityotrofoblast proliferasyonu ve invazyonunda rol oynuyor

olabilecegini diigiindiirdii.

Missed abortus (268,17+9,43) vakalarinin sinsityotrofoblastlarindaki PC6 ekspresyonu,
kontrol grubuna (118,33+7,52) kiyasla oldukc¢a fazla gézlendi. Bu da PC6’nin, plasentanin

ayrilmamasinda ve gebeligin devam etmesinde etkili olabilecegini diislindiirdii.

PC4 immunoreaktivitesi; her iki gruba ait desidua 6rneklerinde (kontrol; 67,66+5,68 ve
missed; 121,50+11,89) non-desidua 6rneklerine (kontrol; 12,00+1,89 ve missed; 14,00+4,77)
kiyasla yiiksek gozlendi. Yaptigimiz calismada PC4 ile IGF-1 ekspresyonu arasinda
korelasyona rastlanmadi. Bu da PC4’lin, IGF-II ve heniiz belirlenmemis diger substratlar
iizerinden, missed abortusta fetal yasamin sona ermesine ragmen gebeligin devam etmesinde

rol oynuyor olabilecegini diistindiirdii.

Yaptigimiz immunohistokimyasal degerlendirmelerde PC4’iin plasentada, Ozellikle
sinsityotrofoblastlarda (kontrol; 48,83+£5,74 ve missed; 281,83+23,28) eksprese oldugu
gozlendi ve PC4’lin plasentasyonda rol oynayabilecegi diisiiniildi. Bu caligmada PC4
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ekspresyonunun sinsityotrofoblastlarda yiiksek bulunmasi, diger bircok proprotein konvertaz
gibi PC4’lin de ekstravilloz trofoblast hiicrelerinin proliferasyon ve invazyonunda rol

oynadigini dolayisiyla normal plasentasyon i¢in gerekli bir molekiil oldugunu diistindiirdii.

Missed abortus grubuna ait sinsityotrofoblast orneklerinde PC4 immunoreaktivitesinin
kontrol grubuna kiyasla arttigit gozlendi. Bu da desiduadakine benzer sekilde PC4

immunoreaktivitesinin artisinin IGF-II ile iligkili olabilecegini diisiindiirdii.

Missed abortus grubuna ait desidua ve sinsityotrofoblastlarda PC4 ekspresyonunun,
kontrol grubuna kiyasla artmis olmasindan yola c¢ikarak, missed abortusta gebeligin
sonlanmasina sebep olabilecek inflamasyonun baskilandigi dolayisiyla gebeligin devam ettigi

fikri ileri surilebilir.

Calismamizda PC7 immunoreaktivitesinin kontrol ve missed grubuna ait hem desidual
(kontrol; 29,50+2,88 ve missed; 31,66+5,31) hem de non-desidual (kontrol; 18,33+2,33 ve
missed; 13,16+£2,40) alanlarda ¢ok zayif olarak eksprese edildigi gozlendi ve aralarinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamadi. PC7’nin her iki gruptaki zayif ekspresyonu
PC7°nin yapisal olarak eksprese oldugu ve bulunan degerlerin bazal degerler oldugu
diistintildii. PC7’nin her iki gruptaki diisiik diizeydeki ekspresyonu PC7’nin genel hiicresel
mekanizmalar diizenleme fonksiyonu ile iliskili olabilecegi ileri siiriilebilir. Normal gebe ve
missed abortus grubu arasinda PC7’nin immunoreaktivitesinin degisiklik gostermemesi, her
iki grupta PC7’nin diizenledigi benzer immunolojik mekanizmalarin ¢alistiginin bir géstergesi

olarak degerlendirildi.

Kontrol grubuna ait plasenta Orneklerinin PC7 ekspresyonuna bakildiginda ise
sitotrofoblast (kontrol; 26,83+5,19 ve missed; 12,83+2,56) ve sinsityotrofoblastlarda (kontrol;
26,5043,93 ve missed; 10,83+1,32) zayif immunoreaktivite oldugu ve missed abortus grubuna
kiyasla hem sitotrofoblastlar hem de sinsityotrofoblastlarda ekspresyonun c¢ok hafif arttigi

gbzlendi.

Sonug olarak, missed abortus olgularna ait desidua ve plasenta Orneklerinde hiicre
proliferasyonu, invazyonu, migrasyonu, farklilasmasi ve sag kaliminda rol oynayan TNF-a,
TGF-B, IGF-I, FOXO3A faktorlerinin artist ve bu faktorlerin Onciil formlarinin
posttranslasyonel modifikasyon yolu ile aktif formuna doniismesinde rol oynayan POMC,
PC4, PC6 ve FURIN artis1 ile paralellik gostermesi, bu faktdrlerin fetal yasam son buldugu

halde diisiigiin gerceklesmesini engelledigini diislindiirdii.
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7. RESIMLER
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Resim 1: H.E ile yapilan boyamalarda missed abortus grubuna ait desidua drneklerinde
(B), kontrol grubuna (A) kiyasla, desidual hiicrelerin (ok) daha biiyiik, poligonal sekilli,
vakiiollii ve sayica daha fazla oldugu gozlenmektedir. Her iki gruba ait plasenta
orneklerinde (C,D) koryonik villuslarin merkezinde stromal (STR) hiicreler ve gevresinde

sitotrofoblastlar (ST) ve sinsityotrofoblastlar (S) goriilmektedir (C,D); X200; insert, X400
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Resim 2: Desidua (A,B) ve plasenta (C,D) orneklerinin immunohistokimya-negatif

kontrol boyamasina ait goriintiiler. Yapilan immunohistokimyasal boyamalarda negatif
kontrollerde spesifik boyanma gozlenmedi. Ok; desidual hiicre, STR; plasenta stroma,

ST; sitotrofoblast, S; sinsityotrofoblast, (A, C) X200, (B,D) X400
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Resim 3: TNF-o0 monoklonal antikoru ile boyanmis orneklerde, desidual hiicrelerde

(ok) kontrol grubunda (A) yogun, missed-abortus (B) grubunda daha diisiik yogunlukta
immunoreaktivite goriilmektedir. Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin (ST) ve
sinsityotrofoblastlarin (S), missed abortus grubu (D) sitotrofoblastlarina (ST) ve
sinsityotorofoblastlarina  (S) kiyasla daha zayif immunoreaktivite gosterdigi

gorlilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert; X400
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Resim 4: TGF-p2 monoklonal antikoru ile boyanmis &rneklerde, desidual
hiicrelerde (ok) kontrol grubunda (A) yogun, missed abortus grubunda (B) daha
diisiik  yogunlukta immunoreaktivite goriilmektedir. Kontrol grubu (C)
sitotrofoblastlarin (ST) ve sinsityotrofoblastlarin (S), missed abortus grubu (D)
sitotrofoblastlarina (ST) ve sinsityotorofoblastlarina (S) kiyasla daha zayif
immunoreaktivite gosterdigi goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert;
X400
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Resim 5: POMC monoklonal antikoru ile boyanmis 6rneklerde, desidual hiicrelerde
(ok) kontrol grubunda (A) diisiik, missed abortus grubunda (B) daha yogun
immunoreaktivite gorilmektedir. Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin (ST) ve
sinsityotrofoblastlarin (S), missed abortus grubu (D) sitotrofoblastlarina (ST) ve
sinsityotorofoblastlarina (S) kiyasla daha zayif immunoreaktivite gosterdigi

goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert; X400
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Resim 6: IGF-I monoklonal antikoru ile boyanmis 6rneklerde, desidual hiicrelerde
(ok) kontrol grubunda (A) diisiik, missed abortus grubunda (B) daha yogun

sinsityotorofoblastlarina (S) kiyasla daha zayif

immunoreaktivite goriilmektedir. Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin (ST) ve
sinsityotrofoblastlarin (S), missed abortus grubu (D) sitotrofoblastlarina (ST) ve

goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert; X400

immunoreaktivite gosterdigi
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Resim 7: FOXO3A monoklonal antikoru ile boyanmis Orneklerde, desidual
hiicrelerde (ok) kontrol grubunda (A) diisiik, missed abortus grubunda (B) daha
yogun immunoreaktivite goriilmektedir. Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin (ST),
missed abortus (D) grubu sitotrofoblastlara (ST) kiyasla daha yogun
immunoreaktivite gosterdigi, sinsityotrofoblastlarin (S) ise, kontrol grubunda (C)

missed abortus grubundan (D) daha zayif immunoreaktivite gosterdigi

goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert; X400
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Resim 8: FURIN monoklonal antikoru ile boyanmis rneklerde, desidual hiicrelerde
(ok) kontrol grubunda (A) diisiik, missed abortus grubunda (B) daha yogun
immunoreaktivite gériilmektedir. Kontrol grubu (C) ve missed abortus grubunda (D)
sitotrofoblastlarin (ST) benzer immunoreaktivite gosterdigi, sinsityotrofoblastlarin
(S) ise, kontrol grubunda (C) missed abortus grubundan (D) daha zayif
immunoreaktivite gosterdigi goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert;

X400
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Resim 9: PC6 monoklonal antikoru ile boyanmis 6rneklerde, desidual hiicrelerde
(ok) hem kontrol grubunda (A) hem de missed abortus grubunda (B) yogun
immunoreaktivite goriilmekte ve aralarinda anlamli bir fark bulunmamaktadir.
Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin  (ST), missed abortus grubu (D)
sitotrofoblastlarina  (ST) kiyasla daha yogun immunoreaktivite gdosterdigi,
sinsityotrofoblastlarin (S) ise, kontrol grubunda (C) missed abortus grubundan (D)

daha zayif immunoreaktivite gosterdigi goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200,
insert; X400
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Resim 10: PC4 monoklonal antikoru ile boyanmis 6rneklerde, desidual hiicrelerde

(ok) kontrol grubunda (A) diisiik, missed abortus grubunda (B) daha yogun
immunoreaktivite goriilmektedir. Kontrol grubu (C) ve missed abortus grubunda (D)
sitotrofoblastlarin (ST) benzer immunoreaktivite gdsterdigi, sinsityotrofoblastlarin
(S) ise, kontrol grubunda (C) missed abortus grubundan (D) daha zayif
immunoreaktivite gosterdigi goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200, insert;

X400
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Resim 11: PC7 monoklonal antikoru ile boyanmis orneklerde, her iki gruba ait

desidua (A,B) ve plasenta (C,D) 6rneklerinde zayif immunoreakivite goriillmektedir.
Kontrol grubu (C) sitotrofoblastlarin (ST) ve sinsityotrofoblastlarin (S), missed
abortus grubu (D) sitotrofoblastlar (ST) ve sinsityotrofoblastlara (S) kiyasla daha

yogun immunoreaktivite gosterdigi goriilmektedir. STR; plasenta stroma; X 200,

insert; X400
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8. TABLOLAR

Tablo 4.2.1.
DESIDUA
Kontrol Missed
TNFa 216,66+11,69* 128,33+11,69*
TGFB 266,0018,60* 158,33+6,05*
PC4 67,6615,68* 121,50+11,89*
PC6 13614,56 144,16+13,57
PC7 29,50+2,88 31,66+5,31
IGF-I 42,83+5,03* 98,33+4,08*
POMC 211,83+15,03* 290,83+41,03*
FOXO3A 133,33+17,43* 255,83+12,41*
FURIN 131,16%3,54* 227,50+11,72*
(* p<0,05)
Tablo 4.2.2.
NON-DESIDUA
Kontrol Missed
TNFa 38,16%8,15* 61,50+9,04*
TGFB 38,16+8,63 37,00+8,48
PC4 12,00+1,89 14,00%4,77
PC6 23,6615,50 35,33+4,80
PC7 18,33+2,33 13,16+2,40
IGF-I 17,166,36 19,1645,41
POMC 12,33+1,63* 34,5019,66*
FOXO3A 30,33+4,32 39,66+14,30
FURIN 28,5018,09 25,00+14,38
(* p<0,05)
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Tablo 4.2.3.

95

SITOTROFOBLAST
Kontrol Missed
TNFa 12,16+1,94* 44,83+4,30*
TGFB 10,33+1,63* 24,66%2,33*
PC4 12,00+1,89 12,50+2,34
PC6 75,00+6,06* 13,00+2,75%*
PC7 26,8315,19* 12,83+2,56*
IGF-I 12,50+1,64* 43,50+3,08*
POMC 13,33+2,16* 196,1645,34*
FOXO03A 18,83+1,47* 11,00+1,26*
FURIN 13,83+1,72 12,00+1,89
(*p<0,05)
Tablo 4.2.4.
SINSITYOTROFOBLAST
Kontrol Missed
TNFa 146,3314,22%* 314,00+10,65*
TGFB 51,66%3,61%* 240,00+13,75%*
PC4 48,83+5,74* 281,83+23,28*
PC6 118,33+7,52%* 268,1749,43*
PC7 26,50+3,93* 10,83+1,32*
IGF-I 32,66%2,16%* 57,16+3,18*
POMC 226,00+5,51* 322,66+7,00*
FOXO3A 254,00+8,17* 322,00+6,06*
FURIN 81,50+4,08* 322,6743,26*
(*p<0,05)




Tablo 4.2.5.

STROMA

Kontrol Missed
TNFa 15,16+2,04* 43,33+2,80*
TGFB 15,66+1,03* 10,33+1,50*
PC4 11,66%1,36* 27,50+3,08*
PC6 45,66+5,71* 13,66+1,63*
PC7 5,66%1,50* 12,33+2,06*
IGF-I 16,66%1,96 13,50+2,66
POMC 214,3346,28* 26,16+1,32*
FOX0O3A 13,00+1,89 13,00+1,67
FURIN 16,33+2,87 14,83+1,60

(* p<0,05)
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Tablo 4.2.6.

Kontrol Grubu = DK
. .. . m NDK
Plasenta ve Endometriyum Hiicreleri o
H-Skoru Histogrami m SK
m STRK
400
300
[a]
(%]
£ 200 -
o
(@)
100 -
O |
TNFa TGFB PC4  PC6  PC7  IGF-I_POMC FOXO3A FURIN

DK; desidua-kontrol, NDK; non-desidua-kontrol, STK; sitotrofoblast-kontrol,

SK; sinsityotrofoblast-kontrol, STRK; stroma-kontrol

Tablo 4.2.7.

Missed-abortus Grubu u DM

Plasenta ve Endometriyum Hiicreleri H-Skoru : ETDI\'/\IA
Histogram ESM

u STRM

400

300

200

ORT+SD

100 -

TNFa

TGFB

PC4

PC6 PC7 IGF-I _POMC FOXO03A FURIN

DM; desidua-missed, NDM; non-desidua- missed, STM; sitotrofoblast- missed, SM;

sinsityotrofoblast- missed, STRM; stroma-missed
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Tablo 4.2.8.

Sitotrofoblast Hiicreleri mSTK
H-Skoru Histogrami B STM
250
200
o 150
w
+
-
o
O 100
50
O m
TNFa  TGFB PC4 PC6 PC7 IGF-l POMC FOXO3A FURIN

STK; sitotrofoblast—kontrol, STM; sitotrofoblast- missed

Tablo 4.2.9.

Sinsityotrofoblast Hiicreleri

H-Skoru Histogrami
350

mSM

300

250 T

200
150 A

ORT+SD

100 -

POMC _FOXO3A FURIN

-50 TNFa  TGEB PC4 PC6 PC7 IGE-1

SK; sinsityotrofoblast—kontrol, SM; sinsityotrofoblast- missed
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Tablo 4.2.10.

) ® STRK
Stromal Hiicreler

250 H-Skoru Histogrami B STRM

200
o 150
(%]
+
'—
o
O 100

50

O .
TNFa  TGFB PC4 PC6 PC7 IGF-I  POMC FOXO3A FURIN

STRK; stroma—kontrol, STRM; stroma - missed
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