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ÖZET 

Amaç: RPL„de immünolojik, genetik ve hematolojik faktörlerin rol aldığı bilinmektedir. 

RPL‟nin %50‟sini oluĢturan “sebebi açıklanamayan RPL”nin (URPL) etiyolojisi henüz 

tam olarak bilinmemektedir. Gebeliğin devamlılığında immunolojik denge oldukça 

önemlidir. Ġnflamasyon ve fagositoz, TAM reseptör kinaz (TYRO3, AXL, MERTK) ve 

ligandları (GAS6 ve PROS1) aracılığıyla düzenlenir. URPL‟de, immün mekanizmanın 

dengelenmesinde normal gebelere göre faklılık olabileceği düĢüncesiyle “URPL‟de 

TAM reseptör kinazlar ve ligandlarının ekspresyon düzeyleri, koryon villus ve 

desiduada normal gebeliklere göre faklılık gösterir” hipotezini oluĢturduk.  Hipotezimizi 

test etmek için URPL, Spontan gebelik kaybı yaĢamamıĢ, istemli sonlandırılmıĢ gebelik 

(TP) ve normal kontrol endometrium (KE) örneklerinde TAM reseptör kinazlar ve 

ligandlarının, mRNA ve protein ekspresyonlarını karĢılaĢtırarak URPL etiyolojisine 

yaklaĢımda bulunmayı amaçladık. 

Yöntem: Gruplar (1) URPL (n:5),  (2) TP (n:6) ve (3) KE grupları (n:6) Ģeklinde 

oluĢturuldu. 1 ve 2. gruplarda desidua ve koryon villus materyalleri  steriomikroskop 

altında ayrıldı.Örneklerin, AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS 1 düzeyleri 

immünohistokimya, immunoblot ve QPCR   yöntemleriyle analiz edildi. 

Bulgular: Sağlıklı gebelikte, TAM reseptörlerinde artıĢ, GAS6 ligandında azalma 

gözlenirken PROS1‟de belirgin değiĢiklik belirlenmedi. URPL‟de reseptör ve 

ligandların ekspresyon düzeyi diğer gruplara göre yüksekti. 

Sonuç: TP ve URPL„de TAM reseptörleri ve ligandlarının desiduada ve koryon villusta 

ekspresyon farklılıkları bulunmaktaydı. Bu reseptörlerin gebelikte ligandları 

sınırlandırılarak aĢırı fagositotik aktiviteyi engellediği ve immün hücreleri modüle 

ederek, semiallogenik fetüs‟ün reddini önlemeye katkı sağladığını düĢünmekteyiz. 

URPL‟de reseptör ve ligand artıĢlarından, ölüme bağlı fagositik aktiviteyi arttırdığı ve 

inflamasyonu baskılayarak maternal doku hasarını önlediği sonucuna varıldı.  

Anahtar Kelimeler: Sebebi anlaĢılamayan tekrarlayan gebelik kaybı, AXL, MERTK, 

TYRO3, GAS6, PROS1  
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 ABSTRACT 

Objective: The role of immunological, genetic and hematological factors in RPL is 

known. The etiology of unexplained RPL (URPL), which accounts for 50% of RPL, is 

unknown. Immunological balance is important in the continuity of pregnancy. 

Inflammation and phagocytosis are regulated via TAM receptor kinase (TYRO3, AXL, 

MERTK) and ligands (GAS6 and PROS1). Since we think that TAM receptors and 

ligands may be effective in URPL, We hypothesized that “the expression levels of TAM 

receptor kinases and ligands in URPL differ from normal pregnancies in chorionic villus 

and decidua”. We aimed to approach the etiology of URPL by comparing mRNA and 

protein expressions of TAM receptor kinases and ligands in samples of URPL, voluntary 

terminated pregnancy (TP) who didn‟t have spontaneous pregnancy loss and 

endometrium (KE) groups.  

Method: The groups were formed as (1) URPL (n: 5), (2) TP (n: 6) and (3) KE groups 

(n: 6). In groups 1 and 2, decidua and chorionic villus materials were separated under a 

steriomicroscope. The AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 and PROS 1 levels of the 

samples were analyzed by immunohistochemistry, immunoblot and QPCR methods.  

Results: In healthy pregnancy, increase in TAM receptors, decrease in GAS6 ligand, no 

significant change in PROS1 was detected. Expression of receptors and ligands in URPL 

were increased.  

Conclusion: In TP and URPL, TAM receptors and ligands had differences in expression 

in decidua and chorionic villus. We believe that these receptors limit ligands in gestation 

and inhibit excessive phagocytotic activity and modulate immunological cells, 

contributing to the prevention of rejection of the semiallogenic fetus. Increased receptor 

and ligand in URPL increased phagocytic activity due to death and inhibited 

inflammation, thus preventing maternal tissue damage. 

Key words: Unexplained Recurrent Pregnancy Loss, AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, 

PROS1  



iii 
 

ĠÇĠNDEKĠLER 

ÖZET           i 

ABSTRACT          ii 

ĠÇĠNDEKĠLER          iii 

TABLOLAR DĠZĠNĠ         v 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ         vi 

SĠMGELER ve KISALTMALAR       xii 

1. GĠRĠġ          1 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayıpları (RPL)      3 

2.2. Blastosist Aktivasyonu, Uterus Reseptivitesi ve Ġmplantasyon  5   

2.3. Desidual Ġmmün Hücreler                   8 

2.4. TAM (TYRO3, AXL, MERTK) Reseptör Kinaz Ailesi             10 

3. GEREÇ ve YÖNTEM         

3.1. Örneklerin elde edilmesi       15 

3.2. Parametreler         15 

3.3. Dokuların Toplanması ve Rutin Parafin Takibi    16 

3.4. Ġmmunohistokimyasal Boyanma      16 

3.5. Western- Blot Analizi        19 

3.5.1. Lizat Hazırlama        23 

3.5.2. SDS-PAGE Western Blot Protokol      23 

3.6. Kantitatif Real-Time RT-PCR      24 

3.6.1. Total RNA Izolasyon Basamakları      25 

3.6.2. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi     26 

3.6.3. Kantitatif Real Time Q-PCR Uygulama basamakları   27 

3.7. Ġstatistiksel Değerlendirme       28 

4. BULGULAR  

4.1. Ġmmünohistokimyasal Bulgular      29 



iv 
 

4.2. Western Blot ve QPCR Analizleri      43 

4.2.1. AXL için Western Blot ve QPCR Analizleri    43 

4.2.2. MERTK için Western Blot ve QPCR Analizleri    45 

4.2.3. TYRO3 için Western Blot ve QPCR Analizleri    48 

4.2.4. GAS6 için Western Blot ve QPCR Analizleri    50 

4.2.5. PROS1 için Western Blot ve QPCR Analizleri    53 

5. TARTIġMA         57 

6. SONUÇ VE ÖNERĠLER                                                                                     65 

KAYNAKLAR           67 

ÖZGEÇMĠġ          76 

EKLER                      

EK-1. ………….. 

           

        

  



v 
 

TABLOLAR DĠZĠNĠ 

Tablo 3.1. Ġmmunohistokimyasal analizlerde kullanılan primer antikorlar ve  

                  dilüsyon oranları                                                                                             19 

Tablo 3.2. Western blot deneyinde kullanılan primer ve sekonder antikorlar                 24 

Tablo 3.3. cDNA reaksiyon içeriği            26 

Tablo 3.4. Q-PCR için reaksiyon karıĢımı                        27 

Tablo 3.5. QPCR‟da kullanılan primerler            28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

ġEKĠLLER DĠZĠNĠ 

ġekil 2.1. Reseptivite için blastokist aktivasyonu ve Uterinal epitelin  

     hazırlanmasında sinyalleĢmeler              5 

ġekil 2.2. Embriyo implantasyonunu düzenleyen sinyal ağı            6 

ġekil 2.3. TAM reseptörleri ve ligandları             10 

ġekil 2.4. TAM reseptör sinyal yollarını gösteren Ģematik çizim.  

           A. Reseptör dimerizasyonu ile aktive edilmiĢ TAM proteinleri, Akt  

     fosforilasyonu ve aktivasyonu ile klasik reseptör kinaz sinyal  

     yolağının çalıĢması, TAM tarafından hücre sağ kalımının  

     düzenlenmesi ve apoptotik hücrelerin fagositler tarafından alınması  

     için gereken aktin sitoskeletonunu harekete geçirmektedir.  

          B. TĠP1 Ġnterferon reseptörü (IFNAR) ile kompleks TAM reseptörü.  

     Dendritik hücrelerdeki inflamatuar cevabın inhibisyonunda etkin  

     olan yolak                12 

ġekil 4.1. TP ve URPL grubu koryon örneklerinde AXL, MERTK,  

     TYRO3, GAS6, PROS1, CD68, CD11c, CD90, CK7  

     proteinlerinin immünoreaktivitesi.            29 

ġekil 4.2. TP ve URPL gruplarının desiduası ve Kontrol Endometriumda (KE) 

     AXL, MERTK,TYRO3, GAS6, PROS1, CD68, CD11c, CD90,  

     CK7 proteinlerinin immunoreaktivitesi.           30 

ġekil 4.3. KE  (a), TP (b) ve URPL desiduasında (c)  AXL immunoreaktivitesi.       31 

ġekil 4.4. TP grubu koryon örneklerinde AXL immunoreaktivitesi.         32 

ġekil 4.5. URPL grubu koryon örneklerinde AXL immunoreaktivitesi.        32 

 



vii 
 

ġekil 4.6.  KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu desidua örneklerinde (c)   

     MERTK immunoreaktivitesi.            33 

ġekil 4.7. TP grubu koryon örneklerinde MERTK immunoreaktivitesi.        33 

ġekil 4.8. URPL grubu koryonunda MERTK immunoreaktivitesi.         33 

ġekil 4.9. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c)  desidua örneklerinde  

     TYRO3 immunoreaktivitesi.            34 

ġekil 4.10. TP grubu koryon örneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi.        34 

ġekil 4.11. URPL grubu koryon örneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi.        35 

ġekil 4.12. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c)  desidua örneklerinde  

       GAS6 immunoreaktivitesi.            36 

ġekil 14.13. TP grubu koryon örneklerinde GAS6 immunoreaktivitesi.        36 

ġekil 14.14. URPL grubu koryon örneklerinde GAS6 immunoreaktivitesi.        36 

ġekil 4.15. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu  (c) desidua örneklerinde  

       PROS1 immunoreaktivitesi.            37 

ġekil 4.16. TP grubu koryon örneklerinde PROS1 immunoreaktivitesi.        37 

ġekil 4.17. URPL grubu koryon örneklerinde PROS1 immunoreaktivitesi.        37 

ġekil 4.18. KE grubu (a), TP grubu (b) URPL grubu (c)  desidua örneklerinde  

      CD68+ immunoreaktivitesi.            38 

ġekil 4.19. TP grubu koryon örneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi.        38 

ġekil 4.20. URPL grubu koryon örneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi.        38 

ġekil 4.21. KE grubu endometriyum örneklerinde AXL (a), MERTK (b),  

                  TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f)  

                  Ġmmunoreaktivitesi             39 



viii 
 

ġekil 4.22. TP grubu desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c),  

      GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi.        39 

ġekil 4.23. TP grubu koryon ve desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b),  

       TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi.       40 

ġekil 4.24. TP grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c),  

      GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi.        40 

ġekil 4.25. TP grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c),  

      GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi.        41 

ġekil 4.26. URPL grubu desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), 

      GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi         41 

ġekil 4.27. URPL grubu koryon ve desidua örneklerinde AXL (a),  

                  MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve  

       CD68+ (f) immunoreaktivitesi.             42 

ġekil 4.28. URPL grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b),  

      TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f)  

       immunoreaktivitesi.             42 

ġekil 4.29. URPL grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c),  

      GAS6 (d), PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi.        43 

ġekil 4.30. TP grubu ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen AXL  

       mRNA‟sının QPCR analizi (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE  

       için n: 6)  *URPL ve KE grupları arasındaki farklılık istatistiksel  

       olarak anlamlı bulundu.             44 

ġekil 4.31. TP ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen AXL proteinin  

       Western Blot analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6;  

       KE için n: 6)              44 



ix 
 

ġekil 4.32. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen AXL mRNA‟sının  

       QPCR analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6)                    45 

ġekil 4.33. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen AXL proteinin  

      Western Blot analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6)        45 

ġekil 4.34. TP ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen  

      MERTK mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (URPLD için n:5;  

      TPD için n: 6; KE için n: 6)             46 

ġekil 4.35. TP ve URPL desiduasında eksprese edilen MERTK proteinin  

                  Western Blot analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6;  

       KE için n: 6) *: URPLD ve KE grupları arasında istatistiksel  

       olarak anlamlı fark bulunmaktadır (p:0,01).          47 

ġekil 4.36. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen MERTK  

                   mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (URPLK için n:5;  

                   TPK için n: 6)                       47 

ġekil 4.37. TP ve URPL koryonlarında eksprese edilen MERTK proteinin  

       Western Blot analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6).         48 

ġekil 4.38. TP  ve URPL desiduasında eksprese edilen TYRO3 mRNA‟sının  

      QPCR analizi sonucu (UPRD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6)  

       a: URPL ve KE arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır. P< 0,03 ;  

       b: TP ve KE arasındaki fark anlamlı bulunmuĢtur. P:0,0001;  

       c: RPL ve TP arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır. P: 0,01.       49 

ġekil 4.39. TP grubu ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen TYRO3  

       proteinin Western Blot analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD için  

       n: 6; KE için n: 6)             49 

ġekil 4.40. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen  

      TYRO3  mRNA‟sının QPCR analizi sonucu  

       (URPLK için n:5; TPK için n: 6)           50 



x 
 

 

ġekil 4.41. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen  

      TYRO3 proteinin Western Blot analizi sonucu  

       (URPLK için n:5; TPK için n: 6)           50 

ġekil 4.42. TP grubu ve URPL grubu desidualarında eksprese edilen GAS6  

      mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6;  

      KE için n: 6) a: TP ve KE arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır.  

      P: 0,005; b: TP ve URPL arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır.  

      P:0,003.               51 

ġekil 4.43. TP grubu ve URPL  grubu desiduasında eksprese edilen GAS6  

       proteinin   Western Blot analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD  

       için n: 6; KE için n: 6) *: URPL ve TP arasında anlamlı  

       farklılık bulunmaktadır. P< 0,003.           52 

ġekil 4.44. TP grubu  ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen GAS6  

       mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6)       52 

ġekil 4.45. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen GAS6 

       proteinin Western Blot analizi sonucu (URPLK için n:5;  

       TPK için n: 6)              53 

ġekil 4.46. TP grubu  ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen PROS1  

       mRNA‟sının QPCR analizi sonucu   (URPLD için n:5; TPD için  

       n: 6; KE için n: 6)             54 

ġekil 4.47. TP grubu ve URPL  grubu desiduasında eksprese edilen PROS1  

       proteinin Western Blot analizi sonucu (URPLD için n:5; TPD için  

       n: 6; KE için n: 6)             54 

ġekil 4.48. TP  grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen PROS1  

       mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6)        55 



xi 
 

 

ġekil 4.49. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen PROS1  

       proteinin Western Blot analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için  

       n: 6) *: URPL ve TP arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır  

       P: 0,02.               55 

ġekil 4.50. Tüm grupların western Blot Bantları (AXL, MERTK, TYRO3,  

       GAS6 ve PROS1)              56 

  



xii 
 

SĠMGELER ve KISALTMALAR 

2-∆∆CT  : Relative quantification 

ACE   : Angiotensin converting enzyme 

ACRYL/BIS  : Acrylamide and Bis-acrylamide 

AKT   : Protein kinase B (PKB) 

aPC   : AktifleĢtirilmiĢ Protein C 

aPL   : AntiPhosphoLipid Antikor 

APS   : AntiPhospholipid Sendrom  

Ark   : AXL Receptor tyrosine kinases 

AXL   : AXL Receptor tyrosine kinases 

Brt   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases  

CD   : Cluster of Differentiation 

cDNA   : Komplementer DNA 

c-Eyk   : MERTK Receptor tyrosine kinases 

CK   : Cytokeratin 

CL    : Chemiluminisans  

Ct   : Threshold cycle 

CTB   : Sitotrofoblast 

DAB   : Diaminobenzidin 

dMph   : Desidual Makrofaj 



xiii 
 

DNA   : Deoksiribo nükleic acid 

dNK   : Desidual Natural Killer 

dNTP   : Deoksinükleotid trifosfat 

Dtk   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases  

ECM   : Ekstrasellüler matriks 

EGF   : Epidermal growth factor 

Erb   : Estrogen receptor 2 

Etk-2   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases 

EVT   : Ekstra villöz trofoblastlar 

F2   : Protrombin G20210A 

F5   : Faktör V Leiden 

GAS6   : Growth arrest-specific 6 

HB-EGF  : Heparin-binding EGF-like growth factor 

HCL   : Hidroklorik asid 

HGF   : Hepatocyte growth factor  

HLA   : Human Lökosit  Antijen 

HRP   : Horse Radish Peroxidase 

IFN-α   : Ġnterferon Alfa 

IFN-γ   : Ġnterferon Gamma 

IFNAR  : TĠP1 Ġnterferon reseptörü  



xiv 
 

IGF   : Ġnsulin-like growth factor  

IL   : Ġnterleukin 

KE   : Kontrol Endometrium 

LIF   : Leukemia inhibitory factor 

LILRB  : Inhibitory leukocyte immunoglobulin like receptors 

LH   : Luteinize Hormon 

MERTK  : c-mer proto oncogene receptor tyrosine kinase 

MHC   : Major Histocompatibiblity Complex 

MMLV  : Moloney Murine Leukemia Virus 

Mph   : Makrofaj 

mRNA  : Messenger RNA 

NK   : Natural Killer cell 

Nyk   : c-mer proto oncogene receptor tyrosine kinase 

PBS   : Phosphate Buffer Salin 

PCOS   : Polikistik Over Sendromu 

pNK   : Periferal Natural Killer 

PR   : Progesteron 

PROS1  : Protein S Receptor tyrosine kinases 

PtdSer   : Phosphatidylserine 

http://www.genenames.org/cgi-bin/genefamilies/set/1182
http://viracore.ucsf.edu/content/moloney-murine-leukemia-virus-mmlv


xv 
 

QPCR : Quantative Polimerase Chain Reaction- Polimeraz zincir 

reaksiyonu 

qRT-PCR : Quantative Polimerase Chain Reaction- Polimeraz zincir 

reaksiyonu 

Rek   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases 

RNA   : Riboksinükleik asit 

ROR gamma-t : Retinoid-related orphan receptör gamma-t 

RPL   : Recurrent Pregnancy Loss/ Tekrarlayan Gebelik Kaybı 

Rse   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases 

RT-PCR  : Reverse Trankriptase PCR 

SDS   : Sodyum Dedosil Sülfat 

Sky   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases 

STAT   : Signal transducers and activators of transcription 

STB   : Sinsisyotrofoblast 

TAM   : TYRO-3, AXL, MER 

TBS   : Tris Buffer Salin 

TBS-T   : Tris Buffer Salin-Tween 

TEMED  : Tetramethylethylenediamine 

TGF-β   : Transforming Growth Factor Beta 

Tif   : TYRO3 Receptor tyrosine kinases 

TLR   : Toll benzeri reseptörler 

https://en.wikipedia.org/wiki/Tetramethylethylenediamine


xvi 
 

TNF   : Tümör Nekresis Faktör 

TP   : Terminated Pregnancy- SonlandırılmıĢ gebelik 

TPD   : Terminated Pregnancy Decidua 

TPK   : Terminated Pregnancy Koryon 

TYRO   : Receptor tyrosine kinase 

Ufo   : AXL Receptor tyrosine kinases 

uNK   : Uterin Natural Killer 

URPL : Unexplained Reccurent Pregnancy Loss- Sebebi açıklanamayan 

(bilinmeyen) tekrarlayan gebelik kayıbı 

URPLD :Unexplained Reccurent Pregnancy Loss Decidua- Sebebi 

açıklanamayan (bilinmeyen) tekrarlayan gebelik kayıbı desiduası 

URPLK : Unexplained Reccurent Pregnancy Loss Koryon- Sebebi 

açıklanamayan (bilinmeyen) tekrarlayan gebelik kayıbı Koryonu 

ZP   : Zona pellucida 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

1. GĠRĠġ 

Ġnsanlar, tüm gebeliklerin ortalama %12-15' inde spontan düĢükle karĢılaĢmaktadır. 

Kaybedilen bu gebeliklerin %30' u, implantasyondan 6. haftaya kadar geçen erken 

dönemde sonlanmaktadır(Nybo Andersen ve ark. 2000). Bu vakaların %50' sinden 

fazlası, açıkça tanımlanmıĢ bir etiyolojiye sahip değildir(Stirrat 1990). Literatürde, 

tekrarlayan gebelik kaybının (Recurrent Pregnancy Loss-RPL) önemli bir kısmının 

bağıĢıklık etiyolojisi ile iliĢkili olabileceği ifade edilmektedir. RPL' li kadınlarda gebelik 

öncesi ve gebelik esnasında izlenen abartılı inflamatuar cevap ile karĢılaĢıldığı 

belirtilmektedir(Saito ve ark. 2011, Christiansen 2013). 

Reseptör tirozin kinaz ailesinden olan TAM (TYRO-3, AXL, MERTK) reseptör 

kinazların, hem fagositozda hem de inflamatuar çevrenin baskılanmasında önemli role 

sahip olduğu bildirilmektedir(Zagorska ve ark. 2014). Ancak, TAM reseptör kinazların 

gebelik döneminde immün toleranstaki rollerine iliĢkin yeterli bilgi bulunmamaktadır. 

TAM reseptör kinazların inflamatuar çevrenin düzenlenmesinde oynadığı rol nedeniyle, 

maternal genoma yabancı olan embriyonun, uterusa kabülü ve immün toleransında etkili 

olabileceğinden yola çıkarak çalıĢmamızı “Sebebi açıklanamayan tekrarlayan gebelik 

kayıplarında (Unexplained Reccurent Pregnancy Loss-URPL) TAM reseptör kinazlar ve 

ligandlarının ekspresyon düzeyleri, koryon villus ve desiduada normal gebeliklere göre 

faklılık gösterir” hipotezine dayandırdık.  

Hipotezimizi test etmek için, URPL‟li hasta desiduası ve koryon villus örneklerinde, 

TAM reseptör kinazlar (TYRO-3, AXL, MERTK) ve reseptörlerinin (GAS6 ve PROS-

1) mRNA ve protein düzeyinde ekspresyonlarını belirlemeyi ve normal gebelik durumu 

ile karĢılaĢtırmayı amaçladık. Böylece URPL‟li hasta desiduasında ve koryon villusunda 

TAM reseptör kinazların ve ligandlarının ekspresyon düzeylerinde önemli bir 

değiĢikliğin olup olmadığı, URPL görülen kadınların bu açıdan normal gebelere göre bir 

özellik taĢıyıp taĢımadığı konusunda önemli bulgulara ulaĢtık. ÇalıĢmamızın sonucunda; 

implantasyonun gerçekleĢmesi ve gebeliğin devamlılığında önemli olan inflamatuar 

çevrenin düzenlenmesinde, TAM reseptörlerinin düzeyleri ve rolleriyle ilgili yeni 

bilgiler elde edilmiĢtir. ÇalıĢmamızın sonuçları, RPL' nin önlenmesi, yönetilmesi ve 



2 
 

tedavisine yeni bakıĢ açıları ve yaklaĢımların oluĢturulmasına katkı sağlayacağı 

kanaatindeyiz. 

 

 

 

  



3 
 

2. GENEL BĠLGĠLER 

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayıpları (RPL) 

Spontan düĢük, tüm hamile kadınlar için önemli bir kayıptır ve  kadınların % 1' ni 

etkilemektedir (Stirrat 1990). Spontan düĢük yaĢama sıklığı, sağlık kurumuna 

baĢvurulmamıĢ vakalar dikkate alındığında, klinik olarak açıklanan oranlardan çok daha 

yüksek olabilir. Tüm gebeliklerin, % 12-15' ine varan oranda spontan düĢükle 

karĢılaĢılmaktadır. Kaybedilen bu gebeliklerin %30' u implantasyon ve 6. hafta arasını 

içeren  erken dönemde sonlanmaktadır. Maternal yaĢ ve önceki düĢükler, sonraki 

düĢüklerin meydana gelme olasılığını arttırmaktadır (Nybo Andersen ve Wohlfahrt 

2000). RPL yönetimi günümüzde henüz yeterli düzeyde çözülememiĢ bir sorun olarak 

durmaktadır. Bu vakaların bir bölümünün nedenleri açıklanabilirken, %50' sinden fazlası 

açıkça tanımlanmıĢ bir etiyolojiye sahip değildir. Bu nedenle günümüzde RPL nedenleri 

ve yönetimi en çok tartıĢılan ve araĢtırılan konulardan birisidir. Klinikte üç veya daha 

fazla ardıĢık düĢükler (Stirrat 1990), Amerika üreme tıbbı derneği uygulama komitesine 

göre de iki veya daha fazla tekrarlayan klinik gebelik kaybı (Practice Committee of the 

American Society for Reproductive 2012) RPL olarak tanımlanmaktadır. Ġki ardıĢık 

kayıp sonrası tekrar düĢük yapma olasılığı %17-25, üç ardıĢık kayıp sonrası dördüncü 

düĢük yapma olasılığı %25-46 arasında olduğu hesaplanmıĢtır. Ayrıca anne yaĢı da diğer 

bir etkendir; anne yaĢı arttıkça risk daha da artmaktadır (Regan ve ark. 1989). Genel 

populasyon ile kıyaslandığında RPL‟li kadınlarda subfertilite prevelansının ve subfertil 

çiftler arasında da spontan kayıpların frekansının daha yüksek olduğu belirlenmiĢtir 

(Coulam 1992). 

Erken gebelik kayıplarının yaklaĢık %50-60' ı konseptusun kromozomal anomalisiyle 

iliĢkilendirilmektedir. En yaygın anomali, kromozomal anomalili düĢüklerin %50' 

sinden fazlasını oluĢturan otozomal trizomili anoplöididir (Jeve ve Davies 2014). 

Anotomik anomaliler de önemli RPL sebeplerinden birisini oluĢturmaktadır. Major 

uterin anomaliye sahip olanların, RPL yaĢama olasılığı %3,2-6,9 iken, kavisli uterusa 

sahip olanların ihtimali %1-16,9 olarak hesplanmıĢtır (Sugiura-Ogasawara ve ark. 2011). 

Gardnerella vaginalis enfaksiyonuna bağlı geliĢen bakteriyel vajinozis de, erken doğum 

ve geç dönem düĢükler için güçlü bir risk faktörü olarak kabul edilmektedir (Leitich ve 
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Kiss 2007). RPL riski oluĢturan diğer bir faktör olarak hematolojik hastalıklar 

gösterilmektedir. KiĢinin kendi dokusuna karĢı oluĢturulmuĢ antifosfolipit 

otoantikorlarının (aPL) varlığı ile karakterize otoimmün bir hastalık olan Antifosfolipid 

Sendrom (APS), RPL sebepleri arasında kabul edilmektedir (Yetman ve Kutteh 1996). 

Kalıtsal trombofili örnekleri olan antitrombin aktivitesi, Protein C aktivitesi, Protein S 

dereceleri, Faktör V Leiden (F5) ve Protrombin G20210A (F2)'de RPL nedenleri 

içerisinde ifade edilmektedir (Balszan-Kowalska 2002). Faktör V Leiden ve Protrombin 

G20210A tekrar RPL‟den ziyade 20. haftadan sonra ölü doğumlarla daha çok 

iliĢkilendirilmektedir (Dizon-Townson ve ark. 2005, Silver ve ark. 2010). 5,10-

methylenetetrahydrofolate'ın 5-methyltetrahydrofolate' a dönüĢümünü katalizleyen 

anahtar enzim olan  MTHFR (EC 1.5.1.20) 'nin geninde meydana gelen polimorfizm, 

hiperhomosistinemi ile iliĢkilendirilmiĢtir. Hiperhomosistineminin de RPL için bir risk 

faktörü olduğu düĢünülmektedir (Steegers-Theunissen ve ark. 1992, Nelen ve ark. 

2000). RPL'li kadınlar arasında Polikistik Over Sendromu (PCOS) prevelansının %40 

olduğu hesaplanmıĢtır (Liddell ve ark. 1997). PCOS'lu ve PCOS'suz kadınlar arasında 

görülen bazal LH'ın aĢırı salgılanması da RPL nedenleri arasında gösterilmektedir (Rai 

ve ark. 2000). Diyabette insülin direncinin de RPL'ye neden olduğu bildirilmektedir 

(Chakraborty ve ark. 2013). Luteal faz defektleri, diabetus mellitus, tiroid hastalıkları ve 

sperm DNA fragmentasyonu artıĢı da RPL etkenleri arasındadır (Jeve ve Davies 2014). 

RPL‟nin önemli bir kısmının bağıĢıklık etiyolojisi ile iliĢkili olduğu ifade edilmektedir 

(Saito ve Nakashima 2011). uNK (Uterin Natural Killer)' lar ve pNK (Periferal Natural 

Killer)' ların  üreme yetersizliği ile iliĢkisi bulunmuĢ olup, endometriyumda  immün 

kompenent hale gelen NK hücrelerinin anormal fonksiyon göstermesi de RPL nedenleri 

içerisinde gösterilmektedir (Russell ve ark. 2011). Ġmmünolojik orjinli olduğu düĢünülen 

nadir görülen plasental patolojilerden kronik histiyositik intervillözitin üreme kaybı ile 

iliĢkili oldu rapor edilmiĢtir (Reus ve ark. 2013). RPL' li kadınlarda hamilelikten önce ve 

hamilelik esnasında  izlenen abartılı inflamatuvar yanıtın, fetal antijenler ile oto 

antijenler arasındaki toleransın kırıldığına iĢaret ettiği söylenmektedir (Christiansen 

2013). 
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2.2. Blastokist Aktivasyonu, Uterus Reseptivitesi ve Ġmplantasyon 

Fertilizasyon ovulasyondan sonraki 24 ila 48 saat içerisinde fallop tüplerinde 

gerçekleĢir. OluĢan zigot, mitotik bölünmeler geçirerek fertilizasyondan sonra yaklaĢık 

3. günde uterus lümenine girer. Bu geçiĢ aĢamasında embriyo hücresel değiĢim 

göstererek, ileride plasentayı oluĢturacak ekstraembriyonik yapı olan trofoblast ve 

embriyoyu oluĢturacak iç hücre kitlesine farklılaĢarak blastokist yapısını kazanır. Uterus 

lümenine giren blastokist 72 saat içerisinde ZP‟dan (Zona pellucida) kurtulur. 

Fertilizasyondan 6-7 gün sonra blastokistin uterus epitelini geçerek endometriuma  

implantasyonu görülür. Blastokistin baĢarılı implantasyonu, uterus lümenine ulaĢmadan  

ve ulaĢtıktan sonra geçirdiği değiĢimlere bağlıdır. Blastokistin  ZP‟dan kurtulmasından 

sonra trofoektodermal hücreler, uterin sıvıda bulunan büyüme faktörleri ve diğer 

çözülebilir biyoaktif moleküller aracılığı ile parakrin sinyallere eriĢilebilir hale gelirler 

(Armant 2005, Wang ve Dey 2006, Cockburn ve Rossant 2010, Modi ve ark. 2012, 

Christiansen 2013).  

                     

     ġekil 2.1. Reseptivite için blastokist aktivasyonu ve uterinal epitelin hazırlanmasında etkili                          

     sinyalleĢmeler (Zhang ve ark. 2013) 
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     ġekil 2.2. Embriyo implantasyonunu düzenleyen sinyal ağı (Zhang ve Lin 2013) 

Embriyo kaynaklı sinyaller hem uterusu hem de üreme organlarını etkilemektedir. 

Blastokist aktivasyonu sırasında, Hbegf geni, belirgin bir Ģekilde upregüle olur. Bu gen 

HB-EGF  (heparin-binding EGF-like growth factor) proteinin genidir. Hbegf geni farede 

blastokistin tutunmasından yaklaĢık 6 saat önce blastokistin apozisyon bölgesindeki  

luminal epitelde eksprese edilir. HB-EGF reseptörlerinin (Erb1 ve 4) ekspresyonu ve 

ligand bağlama aktivitesi artıĢı implantasyon için yeterli olgunluğa ulaĢmıĢ balstokistte 

gözlenir. HB-EGF proteini ile ıslatılmıĢ "Blastocyst Size Affi-Gel bead" lerin yalancı 

gebelik oluĢturulmuĢ canlıya intraluminal olarak transfer edildiği çalıĢmada, beadlerin 

çevresindeki  uterus hücrelerinde Hbegf gen ekspresyonunun  uyarıldığı belirlenmiĢtir. 

Aynı çalıĢmada vasküler permabilitenin, normal blastosist tarafından uyarılmıĢ 

fizyolojik değiĢimlere benzer Ģekilde arttığı da belirlenmiĢtir. Bu süreçte embriyoya HB-

EGF tarafından sinyalin geri gönderildiği ve böylece, tutunma ve invazyon esnasında 

adhezif fonksiyonlar için gerekli olan trofoblast  farklılaĢmasının uyarıldığı iddia 

edilmektedir. HB-EGF'nin, parakrin ve juktakrin sinyalleĢme yoluyla implante olacak 

blastokist ve uterus arasında otomatik uyarıcı döngüyü yürüttüğü düĢünülmektedir. 
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Reseptif endometriyumda HB-EGF yüksek derecede eksprese edilirken, reseptörü olan 

ErbB4' de, periimplantasyon blastokistinin trofoektoderm yüzeyinde yer almaktadır. 

Ġnsanda HB-EGF-ErbB4 sinyalinin implantasyon esnasında trofoektoderm-uterus epiteli 

etkileĢimine aracı olduğu ve HB-EGF' nin insanda  gebeliğin ilk trimesterinde 

plasentasyon esnasında, trofoblastın geliĢimi ve yaĢamını sürdürmesinde düzenleyici rol 

oynadığı belirlenmiĢtir (ġekil 2.1) (Zhang ve Lin 2013). 

Normal implantasyon için blastokistle uterus arasında karĢılıklı konuĢma oldukça 

önemlidir. Ġmplantasyon baĢarısında, blastokistin aktive olup implantasyon için yeterli 

seviyeye gelmesiyle birlikte, endometriumun reseptif duruma gelmesi de gerekmektedir. 

Bu iki durumun gerçekleĢmesi ovaryan östrojen ve progesteron gibi maternal 

hormonlarla düzenlenir. Moleküler ve genetik kanıtlar gösterimiĢtirki; ovaryan 

hormanlar fonksiyonlarını kompleks implantasyon iĢlemine spesifik bir takım sinyal 

molekülleri (lokal olarak üretilmiĢ sitokinler, büyüme hormonları, homeobox 

transkripsiyon faktörleri, lipit mediatörleri ve morfogen genler) ile birlikte otokrin, 

parakrin ve juktakrin etkileĢimler aracılığı ile göstermektedir (ġekil 2.2). Ovulasyon 

döneminde yüksek östrojen pikinden kısa bir süre sonra progesteron artıĢı 

gerçekleĢmektedir. Fertilizasyonun baĢarılı bir Ģekilde gerçekleĢmesi durumunda 

farelerde 4. günde östrojenin küçük bir dalgalanması, progesterona yardımcı olarak 

uterus reseptivitesine katkıda bulunur. Ġnsanlarda ve primatlarda ise blastokist-uterus 

etkileĢimi için ovaryan östrojenin gerekli olup olmadığı halen net değildir (Zhang ve Lin 

2013). Periimplantasyon periyodu içerisinde bazı majör sitokin ve büyüme faktörleri de 

salgılanmaktadır.  Bunlardan LIF, interleukin (IL)-6, IL-11, IL-1, IL-15, IL-8, HGF, 

IGF, EGF, IFN-α, IFN-γ ve TGF-β süper ailesinin sitokinleri, trofoblast fonksiyonunu 

etkileyerek, baĢarılı gebeliğin gerçekleĢtirilmesinde önemli rol oynamaktadırlar (Suman 

ve ark. 2013). 

Blastokist ZP‟ dan kurtulduktan sonra uterus lumen epiteli ile etkileĢime girerek burada 

bulunan HB-EGF gibi büyüme faktörüyle trofoblastlarda integrin α5β1' in ekspresyonunu 

uyaran juktakrin sinyalleĢmeye olanak sağlar. Bu sinyalleĢme blastokiste ekstraselüler 

matrikste bulunan fibronektin ile bağlantı yapmak için yeterlilik kazandırır. 

Endometriyal hücreler ve trofoblast hücreleri arasındaki bu çapraz sinyalleĢme, 
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blastokistin  endometriyuma daha sağlam tutunmasını sağlar. Endometrium, baĢlangıçta 

endometrial lüminal epitele blastokistin tutunmasına yardım eder. TutunmuĢ blastokistin  

trofoblastları, prolifere olarak farklılaĢır ve böylelikle fonksiyonel plasentayı 

oluĢturmaya baĢlarlar. Blastokistin maternal endometriuma yapıĢması tutunmayı 

sağlarken bir yandan da trofoblastların dıĢ sinsisyotrofoblast (STB) ve iç sitotrofoblast 

(CTB) tabakalarına farklılaĢmasını tetikler (Armant 2005). STB' lar bu sırada bazı litik 

enzimleri salgılayarak desidual ekstrasellüler matriksin (ECM) degrede olmasını 

(yıkılmasını) sağlarken, endometriyal hücrelerin apoptozunu tetikleyen bir takım 

faktörler de salgılarlar. Bu Ģekilde, STB' lar endometriyal epitel arasından bazal lamina 

bariyerini aĢıp, desidualizasyon geçiren endometriyum stroması içerisine blastokistin 

yerleĢmesine öncülük eder. Ġlave olarak STB' lar fetal ve maternal metabolizmanın 

düzenlenmesi için gerekli olan proteinler, steroid hormonlar, büyüme faktörleri ve diğer 

substratların sentezi ve salgılanması, maternal ve fetal sirkülasyon arasında substratlar, 

gazlar ve diğer faktörlerin değiĢimi gibi birçok iĢlevi de yürütür. Bu sayede erken 

implantasyon olayları süreci fertilizasyonun ikinci haftasının sonunda biter (Modi ve 

Godbole 2012, Soares ve ark. 2012, Zhang ve Lin 2013). Bu aĢamadan sonra CTB' lar 

daha sıkı hücre grupları oluĢturmak üzere hızla proliferasyona gider ve trofoblastların 

daha invazif formu olan ekstra villöz trofoblastlara (EVT) farklılaĢırlar. EVT' ler ya 

Nitabuch tabakası içerisindeki koryonik villusa demirlemek, yada endometriyal 

desiduanın derinlerine infiltre olmak için çoğalırlar. Ġnvazif trofoblast hücreleri maternal 

spiral arterlere ulaĢır ve var olan endotelyal tabakaya katılarak endovasküler 

trofoblastlara dönüĢürler (Soares ve Chakraborty 2012, Suman ve Malhotra 2013). 

2.3. Desidual Ġmmün Hücreler 

Hamilelik, maternal immün sistem için gebelik süreci boyunca belirgin bir sorun 

oluĢturur. Ġnsanda maternal immün sistem semi allogenik fetusu 9 ay boyunca tolere 

etmek zorundadır. Bu olguya ilk olarak 1950' lerde Peter Medawar  tarafından dikkat 

çekilmiĢtir (Medawar 1948). Medawar, genetik olarak farklı bireyler arasında deri graft 

rejeksiyonu üzerine çalıĢırken, bu immünolojik çeliĢkiyi fark ederek bu olguyu 

destekleyecek üç faktör önermiĢtir: 1-Anne ve fetus arasındaki anatomik ayrım, 2- 

Fetüsun antijenik özelliğinin azalmıĢ olması, 3- Maternal immün sistemin immünolojik 

durgunluğu. Bu öneriler gebelik immünolojisi ile ilgili araĢtırmaların önünü açmiĢtır. 
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Bugün çok iyi bilinmektedir ki; fetal hücreler maternal immün sistemden büyük ölçüde 

Klasik MHC Sınıf  1 (HLA-C dıĢında) ve MHC Sınıf  2 molekülleri bulunmayan zayıf 

antijeniteye sahip fetal EVT hücreler ile ayrılmaktadır. Bununla birlikte fetal maternal 

mikrokimerizm, insan hamileliği sırasında maternal serumda anti-fetal HLA 

antikorlarının bulunmasıyla kanıtlanmıĢ bir durumdur. Ġlave olarak fetal hücreler 

tarafından sunulan fetal antijenler, direkt sunulmayıp fetal-maternal yüzde maternal 

antijen sunan hücreler tarafından iĢlendikten sonra sunulmaktadır. Maternal immün 

sistemin çeĢitli alt tipleri gebe uterusunun fetal-maternal yüzdeki müköz membranı olan 

desiduada bulunur (Hsu ve Nanan 2014). 

Gebeliğin ilk trimesterinde desidua yoğun lökosit içerir. Bu immün havuz ilk trimesterin 

sonuna kadar yoğun olarak, NK hücrelerden, makrofajlardan (Mph) ve bir kaç T 

hücresinden oluĢur.  Lökositlerin yaklaĢık  %70' ini oluĢturan desiduanın NK hücreleri  

(dNK) CD162 CD56
bright

 yüzey iĢaretleyicilerine sahiptir ve kan NK hücrelerinden 

farklıdır (Bulmer ve ark. 2010).  

Ġnsanda desidual makrofajlar (dMph) ile dNK' nın iliĢkisi Regulatuar T hücrelerinin 

uyarımı ile sonuçlanır ve feto-maternal toleransda temel role sahiptir. dNK hücreleri, 

salgıladıkları sitokin, kemokin ve anjiogenez düzenleyici  faktörlerin etkisiyle trofoblast 

invazyonu ve vasküler yeniden Ģekillenmeyi kontrol etmektedir (Wallace ve ark. 2012). 

Ġnvaze olmuĢ trofoblast hücreleri kemokin sekresyonu ile desiduaya  CD56
bright

dNK 

hücrelerini çağırırlar (Hanna ve ark. 2003).   

Desiduadaki ikincil lökosit popülasyonu, desidual lökositlerin % 20-30' nu oluĢturan 

dMph' lardır. dMph' lar alternatif aktivasyon markerları eksprese ederek hem 

endometriumun yeniden Ģekillenmesine hem de konseptusun kabulü için gerekli immün 

toleransı olan ortamın sağlanmasına katkıda bulunur (Svensson ve ark. 2011). dMph' ler 

immün modülatör moleküller salgılarken (Nagamatsu ve Schust 2010) aynı zamanda 

invazif EVT‟ ler HLA-G için inhibitör HLA-G reseptörleri LILRB1 ve LILRB2 

eksprese ederler. Ayrıca dMph' lar apoptotik trofoblast hücrelerin temizlenmesinde de 

önemli rol oynamaktadırlar. Trofoblast hücreleri tarafından salgılanan sitokinler yoluyla 

etki edilen dMph' ların, erken hamilelik dönemi desiduasında, EVT‟ lerin hemen 

yakınındaki bezler ve spiral arterlerin civarında yer aldığı da bilinmektedir (Bulmer ve 



10 
 

Williams 2010, Nagamatsu ve Schust 2010, Svensson ve Jenmalm 2011, Wallace ve 

Fraser 2012, Helige ve ark. 2014). 

2.4. TAM (TYRO3, AXL, MERTK) Reseptör Kinaz Ailesi 

Homeostaz ve inflamasyon uzun yıllar boyunca farklı iki olgu iken, zaman içinde 

birbirleriyle yakın iliĢkide olduğu anlaĢılmıĢtır. Homeostazı etkileyen moleküllerin, 

inflamasyonu da etkilediği, yada tam zıt etkiler gösterdiği günümüzde bilinmektedir. 

Reseptör Tirozin Kinaz ailesinden olan TAM reseptörleri (Robinson ve ark. 2000) ilk 

1991 yılında klonlanmiĢ, 1995 yılına kadar da orfan reseptörler olarak kalmıĢtır (Lai ve 

Lemke 1991). Hemen ardından ligandları olan Protein S (PROS 1) ve Growth arrest-

specific 6 (GAS6) tanımlandı (Stitt ve ark. 1995, Nagata ve ark. 1996). TAM reseptör 

kinaz ailesinin üyeleri, TYRO3 ( Brt, Dtk, Etk-2, Rek, Rse, Sky, ve Tif), AXL ( Ark, 

Tyro7, ve Ufo) ve MERTK ( c-Eyk, Mertk, Nyk, ve Tyro12) den oluĢmaktadır. TAM 

reseptörleri hücre dıĢı alanlarında arka arkaya bulunan iki immünglobulin benzeri 

domain ve iki fibronektin tip III tekrarlarını içerir (ġekil 2.3). Ligand bağlandığı zaman 

reseptör dimerize olur ve reseptör tirozin kinaz aktive olur (Sasaki ve ark. 2006). 

            

                                     ġekil 2.3. TAM reseptörleri ve ligandları (Lemke 2013) 

 Son yıllarda TAM reseptörlerinin bir kaç sinyal fonksiyonu tanımlanmiĢtir. Bunlar 

arasında hücre büyümesi ve proliferasyonun uyarımı, apoptozun inhibisyonu (Nakano ve 

ark. 1995, Goruppi ve ark. 1996), efferositozis'e aracılık yapmak (Anderson ve ark. 



11 
 

2003), homeostazisi uyarmak (Angelillo-Scherrer ve ark. 2005) ve inflamasyonu modüle 

etmek (Camenisch ve ark. 1999) sayılabilir (ġekil 2.4). 

TAM reseptörleri, GAS6 tarafından aktive edildiği zaman platalet stabilizasyonunu 

kolaylaĢtırarak hemostazı uyarır (Angelillo-Scherrer ve Burnier 2005). Diğer ligandı 

PROS 1, TAM reseptörlerinden bağımsız, hemostaz üzerinde inhibitör etkiye sahiptir 

(Walker 1980, Heeb ve ark. 1994). TAM reseptörleri aktivasyonunun, Toll like reseptör 

sinyalini inhibe ettiği, fagositozu ve NK hücre geliĢimini uyardığı bulunmuĢtur. Ayrıca 

bu aktivasyonun otoimmünitenin önlenmesinde rol oynayabileceği hakkında 

spekülasyonlar da bulunmaktadır (van der Meer ve ark. 2014). 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda TAM reseptör kinazların hem fagositozda hem de 

inflamatuvar çevrenin baskılanmasında oldukça önemli role sahip olduğu 

bildirilmektedir. AXL, MERTK ve TYRO3 reseptörlerinden oluĢan TAM reseptör kinaz 

ailesi üyelerinin makrofajlar, dendritik hücreler (DC) ve endotel hücrelerinde eksprese 

edildiği gösterilmiĢtir (Zagorska ve Traves 2014). 
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ġekil 2.4. TAM reseptör sinyal yollarını gösteren Ģematik çizim. A. Reseptör dimerizasyonu ile aktive 

edilmiĢ TAM proteinleri Akt fosforilasyonu ve aktivasyonu ile klasik Reseptör kinaz sinyal yolağının 

çalıĢması, TAM tarafından hücre sağ kalımının düzenlenmesi ve apoptotik hücrelerin fagositler tarafından 

alınması için gereken aktin sitoskeletonunu harekete geçirilmektedir. B. TĠP1 Ġnterferon reseptörü 

(IFNAR) ile kompleks TAM reseptörü. Dendritik hücrelerdeki inflamatuar cevabın inhibisyonunda etkin 

olan yolak (Lemke 2013). 

Patojen uyarısının olmadığı durumda, inflamasyonun baskılanmasında etkin olan AXL 

reseptörünün dendritik hücrelerde önemli rol oynadığı, kararlı durum ve toleransda daha 

baskın olduğu bilinen MERTK ekspresyonun  ise, makrofajlarda daha fazla olduğu 

çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Zagorska ve Traves 2014). 

AXL' nin aktivasyonu için GAS6' nın varlığının ve birlikte yüzey ekspresyonun gerekli 

olduğu daha önceki çalıĢmalarda gösterilmiĢtir. GAS6' nın bir çok dokuda protein 

rezervuarının korunması AXL' ın yüzey ekspresyonuna bağlıdır. AXL ligandı GAS 6' 

nın, AXL ve PtdSer (Phosphatidylserine) arasında köprü oluĢturup aktivasyonu sağladığı 

ve aktivasyon sonrasında AXL' ın bölünerek Solubl AXL-GAS6' yı oluĢturduğu daha 

önceki çalıĢmalarda gösterilmiĢtir (Zagorska ve Traves 2014). 
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Ġdiyopatik RPL' de  AXL ligandı GAS6' nın plasma seviyelerinin arttığı bilinmektedir 

(Eroglu ve ark. 2014). Preeklemsili olgularda plazmada solubl AXL konsantrasyonunun 

arttığı, bu artıĢın sistolik kan basıncını ve proteinüriyi etkiliyor olabileceği öne 

sürülmüĢtür (Liu ve ark. 2014). Preeklemsili hasta grubunda aynı zamanda plazma 

GAS6 konsantrasyonunda da belirgin artıĢ olduğu bilinmektedir (Stepan ve ark. 2013). 

GAS6 umblikal kord plazma seviyelerinin IUGR (Intrauterine growth restriction)' li 

fetüslerde yüksek olduğu gösterilmiĢtir (Lindqvist ve ark. 2010). 

Ġnflamatuar çevre, makrofajların yüzeyinde bulunan AXL ekspresyonunu daha da 

yükseltirken MERTK ekspresyonunu inhibe etmektedir. Progesteron, Dexametazon, 

hidrokortizon ve aldesteron gibi steroidlerin varlığında MERTK ekspresyonu 

artmaktadır (Zagorska ve Traves 2014). Ġmplantasyon döneminde Korpus Luteumdan 

salgılanan progesteronun, makrofajların yüzeyinde yer alan MERTK ekspresyonunu 

arttırabileceğini akla getirmektedir. Bu durumda, implantasyon anında, semi allogenik 

fetusa karĢı kararlı durum ve toleransın oluĢmasında  MERTK ekspresyonun rolünun 

bulunup bulunmadığı sorusu önem kazanmaktadır. 

Tip1 interferonların aracılığıyla AXL uyarımı Twist ekspresyonunun artmasına ve Twist 

aracılığıyla da TNF alfa ekspresyonun inhibisyonuna yol açmaktadır (Zagorska ve 

Traves 2014). Ġmplantasyon anında TNF alfa gibi proinflamatuvar sitokinlerin 

baskılanması, AXL ekspresyonunda ki olası artıĢtan kaynaklanıyor olabilir mi?   

Ligand varlığında apoptotik hücrelerin çevresinde AXL ve MERTK lokalize olurken, 

ligand yokluğunda lokalizasyon izlenmemektedir. Bu durum ligand varlığında AXL ve 

MERTK içeren makrofajların apoptotik hücreyi sararak fagositoza baĢladığını 

düĢündürmektedir. Dexametazon uygulaması apoptotik hücrelerin makrofajlarca 

fagositozunu arttırmaktadır. Progesteron uygulaması in vitro koĢullarda kemik iliği 

kökenli makrofajlarda  MERTK ekspresyonunu upregüle etmiĢtir.  Bu iki durum da, 

makrofajların yüzeyindeki MERTK ekspresyonunun artıĢına bağlı olarak apoptotik 

hücrelerin fagosite edilmesini açıklamaktadır (Zagorska ve Traves 2014). 

Mevcüt literatür sonuçlarından elde ettiğimiz bilgilere göre idiyopatik gebelik 

kayıplarında maternal serumda AXL ligandı GAS6' nın seviyesi artmaktadır. Diğer 
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yandan preeklemtik olgularda periferal kanda solubl AXL ekspresyonunda artıĢ 

gözlenmesi, muhtemelen AXL reseptörünün GAS6 ligandıyla olan aktivasyonu  

sonucunda oluĢmaktadır. Litaratürde normal gebeliklerde desiduada AXL' ın gen 

düzeyinde ekspresyonunun varlığı gösterilmiĢ olmasına rağmen RPL' de TAM 

reseptörlerinin ekspresyon düzeyleri hakkında bilgi bulunmamaktadır.  Ayrıca fagositik 

özellikte olan trofoblastlarda ekspresyonunun olup olmadığı da açık değildir.  Ġlk 

trimesterde TAM reseptörlerinin desiduada bulunan hücrelerde ve koryonik villusta 

kendi ligandlarına bağımlı olarak aktivitelerinde farklılığın olup olmadığı net olarak 

bilinmemektedir.  Bu trimesterde görülen RPL' nin etyolojisinde  TAM  reseptörlerinin 

rolü olup olmadığıyla ile ilgili herhangi bir araĢtırma sonucu da literatürde 

bulunamamıĢtır.   

Tüm bu veriler bize; TAM reseptör kinazların URPL' lerde  tolerogenik fonksiyondan 

sorumlu MERTK reseptörü ve ligandı PROS 1' in  ekspresyonunun düĢmüĢ, 

inflamasyonun baskılanmasından sorumlu AXL reseptörü ve ligandı GAS6' nın 

ekspresyonunun da artmıĢ olacağını düĢündürdü.  Hipotezimizi test etmek için, URPL 

hasta desiduası ve koryon villus örneklerinde, TAM reseptör kinazların mRNA ve 

protein ekspresyon düzeylerini belirlemeyi ve normal gebelik durumu ile karĢılaĢtırmayı 

amaçladık. Böylece URPL hasta desiduasında ve koryon villusunda TAM reseptör 

kinazların ve ligandlarının ekspresyon düzeyleri ile ilgili sorularımıza yanıt aradık. 

Dolayısıyla implantasyonun gerçekleĢmesi ve gebeliğin devamlılığında önemli olan 

inflamatuar çevrenin düzenlenmesinde, TAM reseptörlerinin rolleriyle ilgili yeni ipuçları 

elde ettik. ÇalıĢmamızın sonuçları, RPL' nin önlenmesi ve tedavisine yeni bakıĢ açıları 

ve yaklaĢımların oluĢturulmasına katkı sağlayacağı kanaatindeyiz. 
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3. GEREÇ ve YÖNTEM 

3.1. Örneklerin Elde Edilmesi 

Örnekler, Akdeniz Üniversitesi Tıp Fakültesi Kadın Hastalıkları ve Doğum Anabilim 

Dalı‟na baĢvuran hastaların küretaj materyallerinden elde edildi. Tüm hasta ve 

gönüllülerden yazılı onam formu alındı. Hem istemli sonlandırılan hem de URPL 

yaĢayan ilk trimester (6-12 hafta) gebeliklerden (her gruptan 6 adet hasta) elde edilmiĢ 

desidua ve koryon villus örnekleri toplandı. Kürtaj materyalinde derin kazıma ile 

interstisyal trofoblastik invazyonunda dahil olduğu bazal plak ve plasental yataktan 

maternal doku örnekleri elde edildi. Operasyon sonrası örnekler buz üstünde tutularak 

hızla laboratuvara ulaĢtırıldı.  

ÇalıĢma üç grup Ģeklinde planlanarak gerçekleĢtirildi. 

 Gruplar; 

1-URPL grubu (n:5) 

2- TP (Terminated Pregnancy) grubu; Herhangi bir spontan gebelik kaybı yaĢamamıĢ, 

istemli sonlandırılmıĢ gebelik grubu (n:6) 

3- KE (Kontrol Endometrium) grubu; Sağlıklı bireylerden alınan endometrium biyopsisi 

grubu (n:6) 

3.2. Parametreler: 

 TP ve URPL gruplarından elde edilen koryon villus,  desidua örneklerinde ve KE 

grubu örneklerinde AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS1 proteinlerinin 

varlığı ve lokalizasyonları, ıĢık mikroskopi düzeyinde immunohistokimyasal 

olarak incelenmiĢtir. 

 TP ve URPL gruplardan elde edilen koryon villus ve  desidua örnekleri 

lizatlarında ve KE örnekleri lizatlarında AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1 

ve β aktin protein düzeyleri Western Blot analizi ile incelenmiĢtir. 
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 TP ve URPL gruplardan elde edilen koryon villus ve  desidua örneklerinde ve 

KE örnekleri lizatlarında AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1 ve GAPDH 

mRNA ekspresyon düzeyleri Real Time PCR ile tespit edilmiĢtir. 

3.3. Dokuların Toplanması ve Rutin Parafin Takibi 

Küretaj ve biyopsi materyali 50 μg/ml gentamicin eklenmiĢ serum fizyolojikle yıkanıp, 

steriomikroskop altında diseke edilerek koryon villus ve desidua örnekleri ayrıldı. Her 

iki örneğin ayrı ayrı, ıĢık mikroskobi için takibi yapılarak bloklandı. Örnekler, %10' luk 

formaldehit solüsyonunda fikse edildi. ÇeĢme suyunda yapılan yıkamayı takiben (3 saat) 

dehidratasyon için artan etanol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100‟ lük etanol) 

geçirildi. %70, %80 ve %90‟lık etanolde birer gün bekletilen örnekler, %100‟ lük 

etanolde ise 3 saat tutuldu. Dehidratasyon iĢleminden sonra, ksilol uygulaması ile 

dokunun ĢeffaflaĢtırılması gerçekleĢtirildi. ġeffaflaĢtırma, ksilol I‟de 3 dakika, ksilol 

II‟de 3 dakika ve ksilol III‟de ise 3 dakika sürelerde gerçekleĢtirildi. ġeffaflaĢtırmadan 

sonra parafinizasyon iĢlemi yapıldı. Parafin I, parafin II ve parafin III aĢamalarında, 

birer saat 60
0
C‟lik etüvde tutulduktan sonra, örnekler fitre edimiĢ temiz parafin içine 

uygun oryantasyonda gömüldü. Bloklardan rotari mikrotom kullanılarak 5-7µm 

kalınlığında seri kesitler elektrostatik olarak (+) yükle yüklü lamlara alındı.  

3.4. Ġmmunohistokimyasal Boyanma  

Deney gruplarından alınan örneklerin parafin kesitlerinde AXL, MERTK, TYRO3, 

PROS 1 ve GAS6 proteinleri için immunohistokimyasal boyama gerçekleĢtirildi. 

Böylece her üç deney grubunun hem desiduasında hem de koryon villusunda bu 

proteinlerin lokalizasyonları ve ekspresyon seviyeleri değerlendirildi. 

Kullanılan Solüsyonlar 

 PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz Solüsyonu): 

 7.2 gr Na2HP04.12H20 (Merck) 

 0.8 gr KH2P04 (Merck) 

 16 gr NaCl (Merck) 



17 
 

Yukarıdaki kimyasallar 2 litre distile su içerisinde çözüldü ve 2N NaOH ile 

pH‟sı 7.4 olacak Ģekilde ayarlandı. 

 Sitrat Tamponu 

 2.1 gr sitrik asit  

 900 ml distile su  

        900 ml distile suda sitrik asit çözüldükten sonra pH 6‟ya ayarlandı. 

 %3’ lük H2O2 Solüsyonu: 

 63 ml Metanol (#1.06008.2500; Merck) ve 7 ml %35 H2O2 (18312, Sigma Aldrich) 

eklenerek alüminyum folyoya sarılı Ģale içerisinde hazırlandı. 

 Bloklama Solüsyonu: Ultra V Block (#TA-125-UB; Thermo 

Scientific/LabVision) 

 

 Antikor Dilüent Solüsyonu: Antibody Diluent Reagent (003118, Invirogen 

Corporation) 

 

 Streptavidin Peroksidaz Kompleksi: Horseradish peroxidase Streptavidin 

(1325114A, Invitrogen Corporation) 

 

 Kromojen/Substrat: DAB Kromojen (TA-012-HDC), DAB Substrat (TA-125-

HDS) 

 

 Mayer’in Hematoksileni: Mayer‟s Hematoxylin (#1.09249.1000; Merck) 

 

 Kapatma Solüsyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck) 

 

1. Preperatlar, 60
O
C‟ lik etüvde 1 saat bekletilerek kesitteki dokuların lam yüzeyine 

iyi bir Ģekilde yayılması ve yapıĢması sağlandı. 

2. Daha sonra, preperatlar 10‟ ar dakika ksilol I ve ksilol II aĢamalarından geçirildi. 

3. Preperatlar, azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 etanolde) 1x5 

dakika bekletildi. Son olarak preperatlar, 5 dakika distile suda bırakıldı. 

4. Antijenik bölgelerin açılması için, preperatlar 0.01 M sitrat tamponu içinde 665 

watt‟a ayarlı mikrodalgada 2x8 dakika kaynatıldı. 

5. Preperatlar, soğuması için sitrat tamponu içinde 25 dakika oda sıcaklığında 

bekletildi. 
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6. Süre sonunda, preperattaki kesitlerin etrafı hidrofobik kalemle çizilip, distile 

suya alındı ve 2x10 dakika bekletildi. 

7. Daha sonra preperatlar, metanol içinde hazırlanan %3‟ lük H2O2 içinde 25 dakika 

oda ısısında bekletilerek, endojen peroksidaz aktivitesi bloklandı. 

8. Bloklama sonrasında preperatlar, 1X PBS içinde 2x5 dakika yıkandı. 

9. Yıkama sonrası, preperatlar sekonder antikorun özgül olmayan bağlanmalarını 

önlemek için UV bloklama solusyonunda 5 dakika inkübe edildi. 

10. Bloklama sonrası preperatlar, yıkama yapılmadan üzerindeki UV bloklama 

solusyonu dökülüp, primer antikorlar (Tablo 3.1) mikropipetle kesitlerin üzerine 

damlatıldı. Rabbit anti-AXL poliklonal, rabbit anti-MERTK poliklonal, rabbit 

anti-TYRO3 poliklonal, rabbit anti-GAS6 poliklonal ve rabbit anti-PROS 1 

poliklonal primer antikorları Tablo-3.1‟de belirtilen dilusyonlarda UV block 

içinde hazırlandı. Primer antikor damlatılan preperatlar, gece boyu +4
o
C de 

inkübe edildi. Her immunohistokimya boyamasında kesitlerden birisi negatif 

kontrol için kullanıldı. Bu nedenle kesit üzerine, primer antikor yerine 1X PBS 

damlatıldı. ÇalıĢmada kullanılan antikorlar ve dilüsyon oranları Tablo-1‟de 

gösterilmiĢtir.  

11. Süre sonunda, preperatların üzerindeki primer antikor damlaları dökülerek, 1X 

PBS‟de 2x10 dakika yıkandı. Daha sonra kesitlerin üzerine sekonder antikordan 

üretici firmanın önerdiği dilüsyon oranında 1X PBS‟ te hazırlanıp damlatıldı ve 

preperatlar oda ısısında 30 dakika inkübe edildi.  

12. Preperatlar, sekonder antikor aĢamasından sonra 1X PBS içinde 2x15 dakika 

yıkandı. 

13. Preperatlar streptoavidin solusyonunda 20 dakika oda ısısında bekletildi. 

14. 1X PBS içinde 2x15 dakika yıkandı. 

15. Yıkama sonrasında kesitlerin üzerine DAB (diaminobenzidine) damlatıldı ve 

reaksiyon geliĢimi ıĢık mikroskobunda kontrol edildi. Reaksiyon geliĢimi yeterli 

düzeye ulaĢtığında, preperatlar 1X PBS içine alınarak reaksiyon durduruldu.  

16. Son olarak preperatlar, artan alkol serilerinde dehidrate edildi ve ksilolden 

geçirildikten sonra entellan kullanılarak lamelle kapatıldı. Kapatılan preperatlar 

ıĢık mikroskobunda incelenerek analiz edildi. Analiz sonucunda; Desidua 
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hücrelerinde ve koryon villusta, AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS 1 

proteinlerinin lokalizasyonları ve ekspresyon düzeyleri belirlendi.  

    Tablo 3.1. Ġmmunohistokimyasal analizlerde kullanılan primer antikorlar ve dilüsyon oranları. 

Primer Antikor Katalog 

Numarası 

Dilüsyon Sekonder Antikor 

AXL 
Cell Signalling 

C89E7 

1:100 # BA- 1000 Vector 

Laboratories 

MERTK 
Abcam-ab52968 1:500 # BA- 1000 Vector 

Laboratories 

TYRO3 
Abcam-ab79778 1:500 # BA- 1000 Vector 

Laboratories 

GAS6 
Abcam-ab136249 1:50 # BA- 1000 Vector 

Laboratories 

PROS1 
Thermo-PA5-

22022 

1:40 # BA- 1000 Vector 

Laboratories 

CD68 
Thermo-MA1-

80133 

1:40 # BA- 9200 Vector 

Laboratories 

CD11c 
Thermo- MA1-

46052 

1:40 # BA- 9200 Vector 

Laboratories 

CD90 
Thermo- MA1-

81930 

1:40 # BA- 9200 Vector 

Laboratories 

CK7 
Dako- Code IS619 Direkt kullanım # BA- 9200 Vector 

Laboratories 

3.5. Western- Blot Analizi 

Deney gruplarına ait desidua ve koryon villus örneklerinde AXL, MERTK, TYRO3, 

GAS6, PROS 1 proteinlerinin semi kantitatif değerlendirilmesi için Western-Blot analizi 

yapılmıĢtır. 
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Kullanılan Solüsyonlar 

 Lizis tampon solüsyonu: 

0,1M Tris: 0,6 gr Tris (#1.08387.0500; Merck) 40 ml bidistile suda çözüldü. pH 

7.4‟e ayarlandı. Son hacim bidistile su ile 50 ml‟ ye tamamlandı. 

Sodyum-ortohovanadate: 0.184 gr Na-orthovanadate (#L4390; Sigma Aldrich), 10 

ml Tris (pH 10) (0.1M tris: 0.6gr/50ml) ile ateĢ üzerinde çözüldü. 

Lizis tamponunu hazırlamak için ise 10 ml 0.1M Tris (pH 7.4), 90 ml bidistile su, 1 

ml Na-orthovanadate karıĢtırıldı. Hazırlanan solüsyona 1 gr SDS (Katalog No: #161-

0302, BIO-RAD) eklendi ve lizis tamponu elde edildi. 

 Proteaz inhibitör kokteyli (#P8340; Sigma Aldrich) 

 %30 akrilamid-bisakrilamid solüsyonu: 15,4gr 37.5:1 oranındaki akrilamid- 

bisakrilamid ACRYL/BIS 37.5:1, #1052C146, Amresco) 40 ml bidistile su 

içerisinde çözüldü. 

 4Xtris-HCL/SDS, pH 8.8: 18.15 gr Tris, 40 ml bidistile su içerisinde çözüldü 

pH 8.8‟e ayarlandı. Ardından bidistile su ile toplam hacim 100 ml‟ye 

tamamlandı. Son olarak 0.4 gr SDS eklendi. 

 4Xtris-HCl/SDS, pH 6.8: 6.05 gr Tris, 40 ml distile su içerisinde çözüldü. pH 

6.8‟e ayarlandı. Ardından bidistile su ile toplam hacim 100 ml‟ye tamamlandı. 

Son olarak 0.4 gr SDS eklendi. 

 %10’luk Amonyum-persülfat (APS): 0,1 gr toz APS (#7727-54; Amresco) , 1 

ml distile su içerisinde çözüldü. 

 N,N,N′′′,N′′′-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (#BCBH1254V; Sigma 

Aldrich) 
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 AyrıĢtırıcı (Seperating) Jel:  

AyrıĢtırıcı (Seperating) Jel 
%7,5’lik Tris-HCI Jel 

%30 Akrilamid-bisakrilamid 3,75 ml 

4X Tris-HCL/SDS, pH 8.8 3,75 ml 

Distile su 7,5 ml 

Yukarıda verilen solüsyonlar 15 ml‟ lik Falcon tüpünde karıĢtırıldı ve pipetleyerek 

karıĢım homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon sağlayacak olan; 0,05 ml 

%10‟luk Amonyum-persülfat (APS) ve 0,01 ml TEMED solüsyonları eklendi. Birkaç 

kez pipetaj yapıldıktan sonra jel karıĢımı 2 cam plaka arasına döküldü. YaklaĢık 45 

dakika oda ısısında donmaya bırakıldı. 

 Toplayıcı (Stacking) Jel: 

               650 µl %30 akrilamid-bisakrilamid  

               1250 µl 4Xtris-HCl/SDS, pH 6.8  

               3050 µl bidistile su  

Yukarıda verilen solüsyonlar 15 ml‟ lik Falcon tüpünde karıĢtırıldı ve pipetleyerek 

karıĢım homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon sağlayacak olan;  

               25 µl %10‟ luk Amonyum-persülfat (APS)  

                5 µl TEMED  

solüsyonları eklendi. Birkaç kez pipetaj yapıldı ve jel karıĢımı 2 cam plaka arasına 

döküldü. Ardından uygun geniĢlikteki tarak jel içerisine yerleĢtirildi. 

 5X Elektroforez yürütme solüsyonu: 

9 gr Tris  

43.2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck) 

3gr SDS (#161-0301; BioRad)  

600 ml distile su içerisinde çözüldü. pH 8.3-8.6‟da olacak Ģekilde ayarlandı. 
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1X Elektroforez yürütme solüsyonu: 5X stok solüsyondan 140 ml alındı ve 560 

ml distile su ile 700 ml‟ye tamamlandı. 

 Transfer Tampon Solüsyonu (Blotting Buffer):  

 3 gr Tris  

 14.3 gr Glisin  

800 ml distile su içerisinde çözüldü. pH 7.8-8 arasında olacak Ģekilde ayarlandı. 

Solüsyona daha sonra 200 ml metanol (#1.06008.2500; Merck) eklendi. +4 
o
C‟de 

soğutularak kullanıldı. 

 10 X Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffered Saline-TBS) Solüsyonu:  

60.55 gr Tris  

87.66 gr NaCl (#1.06404.1000; Merck)  

800 ml distile suda çözüldü. pH 7.4‟e ayarlandı. Toplam hacim 1000 ml olacak Ģekilde 

distile su ile tamamlandı.  

1X Tris Tamponlu (Tris Buffered Saline)-Tween 20 (TBS-T) Solüsyonu:  

100 ml 10X TBS solüsyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X TBS hazırlandı. Daha 

sonra 1 litre 1X TBS‟e 1 ml Tween 20 (#8.22184.0500; Merck) eklenerek TBS-T 

çalıĢma solüsyonu hazırlandı. 

 Bloklama Solüsyonu: %5‟ lik süt tozu: 5 gr. süt tozu (#170-6404; BioRad) 100 

ml TBS-T içerisinde çözülerek hazırlandı. 

 Chemiluminescent solüsyonu:  (#34080 ; Thermo Scientific)  

 Luminol/geliĢtirici solüsyon ve sabitleme solüsyonu 1:1 oranında karıĢtırılarak 

hazırlandı. 

 Membran Soyma (Stripping) Solüsyonu (#46430; Thermo Scientific) 

 GeliĢtirme (Developer) Solüsyonu: 100 ml geliĢtirme solüsyonuna (#175 7314; 

Liford), 900 ml distile su eklenerek hazırlandı. 

 Sabitleme (Fiksatif) Solüsyonu: 50 ml sabitleme solüsyonuna (#1984565; 

Liford) 450 ml distile su eklenerek hazırlandı. 
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3.5.1. Lizat Hazırlama 

Total örnekten, 0.2 gr dokuya 600l lysis buffer ve 10l proteaz inhibitör kokteyli 

olacak Ģekilde inkübe edilerek sonikatör yardımı ile homojenize edildi. Tüm 

örneklerden, 15000 g‟de, +4
o
C‟de 10 dakika santrifüj edilerek süpernatant kısımları –

20
o
C‟ de saklanmak üzere, protein lizatları hazırlandı. Dokuların içerdiği protein 

miktarları Pierce Modified Lowry Protein assay kit (Cat No: 23240) kullanılarak tespit 

edildi. 

3.5.2. SDS-PAGE Western Blot Protokol 

Protein miktarları distile su, örnek ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli 

electrophoresis Reagent, Sigma, Katalog No: S-3401 ) oranları ile eĢitlenen örnekler 5 

dakika 95 
o
C‟ de kaynatıldı. ÇalıĢılacak olan proteinlerin ve internal kontrol olarak 

kullanılan Beta aktin proteininin kilo dalton ağırlıkları dikkate alınarak uygun 

yüzdelerde jeller hazırlandı. Tüm antikorlar için %7,5‟ lik poliakrilamit jel hazırlandı. 

Her kuyucuğa 20 µl örnek, protein miktarları eĢit olacak Ģekilde konulup Protean Tetra 

Cell, Mini Trans Blot Modül (# 165-8033; Biorad) tankının içine yerleĢtirildi. Mini 

Protean Sistem III tankına elektroforez solusyonu eklenerek, tank güç kaynağına 

bağlandı. Proteinler güç kaynağı aracılığı ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika 

elektroforez edildi. 

Proteinler jelde yürürken, Nitrosellüloz membran üstte ve altta 3‟ er adet filtre kağıdı 

olacak Ģekilde sandviç biçiminde hazırlandı. Nitrosellüloz membran üzerine proteinleri 

içeren jel konularak hazırlanan sandviç Mini protean III sistemindeki tank blot içerisine 

alındı. Mini protean III tankına transfer solüsyonu eklendi ve +4 
o
C‟ de gece boyu 

proteinlerin membrana transfer olması sağlandı. Proteinlerin Nitrosellüloz membranına 

transferinden sonra elde edilen membran, Tris tuz solüsyonu (TBS) ile hazırlanan % 5‟ 

lik yağsız kuru süt tozu (PROS1, B-ACTIN için) ve BSA ( AXL, MERTK, TYRO3, 

GAS6 için) ile oda ısısında 1 saat çalkalayıcı üzerinde bloklandı. Bloklama solüsyonuna 

ayrıca % 0.1 Tween-20 ilave edildi. Membran, primer antikor (rabbit poliklonal anti 

MERTK, AXL, TYRO3, PROS 1, GAS6) kullanılarak +4 
o
C‟de gece boyu  -actin ise 

1,5 saat oda ısısında karıĢtırıcı üzerinde inkübe edildi (Tablo-2). Ġnkübasyon sonrasında 

TBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T solüsyonu yenilenerek yıkama 
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yapıldı. Membran, primer antikor için uygun olan ve bloklama solüsyonu ile 

sulandırılmıĢ horseradish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla oda sıcaklığında 

karıĢtırıcı üzerinde 1 saat inkübe edildi. Ġnkübasyon sonrasında TBS-T ile 30 dakika 

boyunca 10 dakikada bir TBS-T solüsyonu yenilenerek yıkama yapıldı. Membran 

SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika inkübe edildi ve 

sonrasında karanlık oda içerisinde membranlardaki sinyaller hiperfilme aktarıldı. Film 

geliĢtirici ve tespitten geçirilip distile su ile yıkanarak kurutuldu.  

Böylece, desidua, koryon villus ve endometriyum örneklerinde MERTK, AXL, TYRO3, 

PROS 1, GAS6 ve β-ACTIN protein ekspresyonları belirlenmiĢ ve semi kantitatif olarak 

protein seviyeleri karĢılaĢtırılmıĢtır. 

Tablo 3.2. Western blot deneyinde kullanılan primer ve sekonder antikorlar. 

 

3.6. Kantitatif Real-Time RT-PCR  

Kantitatif real-time PCR, oluĢturulan üç deney grubunda AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, 

PROS1 ve GAPDH gen ekspresyonu mRNA düzeyinde miktarsal olarak değerlendirmek 

Primer Antikor Katalog No Dilüsyon Sekonder Antikor 

AXL 
Cell Signalling 

C89E7 

1:1000 (%5‟lik 

BSA ile hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 

MERTK 
Abcam-ab52968 1:500 (TBS-T‟de 

hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 

TYRO3 
Abcam-ab79778 1:1000 (TBS-T‟de 

hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 

GAS6 
Abcam-ab136249 1:500 (TBS-T‟de 

hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 

PROS1 
Thermo-PA5-

22022 

1:500 (TBS-T‟de 

hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 

BETA ACTIN 

#4970 Cell 

Signaling 

Technology 

1:1000 (%5‟lik süt 

tozu ile hazırlandı) 

# PI-1000 Vector 

Laboratories 
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amacıyla kullanılmıĢtır. mRNA izolasyonu, izole edilen mRNA‟ lardan Reverse 

Transkripsiyon ile cDNA eldesi ve elde edilen cDNA örnekleri ile real-time PCR 

yapılarak  amplifikasyon gerçekleĢtirilmiĢtir.       

3.6.1. Total RNA Ġzolasyon Basamakları 

Gruplardan alınan desidua ve koryon villus örneklerinden RNA izolasyonu RNAqueous-

Micro (Micro Scale RNA Isolation Kit) kiti ile gerçekleĢtirildi. 

1. Örnekler steril 0.5 ml tüpler içine konulacak ve üzerine 100 l lizis solusyonu 

konulup +4 
o
C‟de kitte belirtilen sürede tutuldu. 

2.  Üzerine 50 l etanol konulup vorteksle karıĢtırıldı. 

3.  Lizat + etanol karıĢımı belirli bir por çapına sahip micro filtreden 20 saniye 12000 

rpm‟de döndürülerek geçirildi. Böylece karıĢımdaki RNA‟ nın tamamının filtreden 

geçmesi sağlandı. 

4. Daha önceden oda ısısına getirilmiĢ 180 l yıkama solusyonu ile filtre, 20 saniye 

12000 rpm‟ de döndürülerek yıkandı.  Prosedürün bu basamağı 2 kez tekrar 

edilmiĢtir. 

5. Ardından 13000 rpm hızda 1 dakika santrifüj edildi. 

6. Mikro filtreye sahip tüp mikro ayırma ya da yıkama tüpüne aktarıldı. +4 
o
C‟ de 

saklanan ve kullanım öncesi 75 
o
C‟ de önceden ısıtılan ayırma solusyonundan 5 l 

filtrenin tam merkezine gelecek Ģekilde konularak kapağı kapatılıp oda ısısında 1 

dakika bekletildikten sonra RNA‟nın filtreden uzaklaĢması için 13000 rpm hızda 30 

saniye santrifüj edildi. 

7. Aynı iĢlem 5 l ayırma solüsyonu ile bir kez daha gerçekleĢtirilerek, RNA‟ ların 

mikro ayırma tüpüne toplanması sağlandı. 

8. Mikro ayırma tüpündeki karıĢımın hacminin %10‟ u kadar 10X DNaz I tamponu ve 

10X  DNaz I konulup 15 dakika 37 
o
C‟de inkübe edildi. 
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9. Tüpteki hacmin %10‟ u kadar 10X DNaz inaktivasyon solüsyonu konulup, iyice 

karıĢtırılıp oda ısısında 2 dk bekletildi. 

10. 13000 rpm‟ de 1 dakika santrifüj edilip DNA inaktivasyon solüsyonunun 

uzaklaĢması sağlanarak izole edilen RNA yeni bir tüpe konuldu. 

11. Ġzole edilen RNA -80 
o
C saklandı. 

3.6.2. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi 

cDNA eldesi aĢağıda belirtilen basamaklarla gerçekleĢtirilmiĢtir; 

1. Her bir tüp için hazırlanan temel karıĢım Tablo-3‟ de belirtilmiĢtir. Her tüpe 

koyulan temel karıĢımın aynı içerik ve homojenitede olmasını sağlamak 

açısından örnek sayısına göre ana bir karıĢım hazırlanıp tüplere bu karıĢımdan 

belli bir miktar aktarıldı. 

Tablo 3.3. cDNA reaksiyon içeriği 

Reaktantlar Hacim Final konsantrasyon 

10x Tampon RT 2.0 l 1x 

dNTP (her bir dNTP 2.5 mM‟dır.) 4.0 l 0.5 mM/ her bir dNTP 

RNaz inhibitör (10 unit/l) 1.0 l 10 unit/ 20 l reaksiyon karıĢımında 

MMLV-revers transkriptaz 1.0 l 100 unit/ 20 l reaksiyon karıĢımında 

Toplam 8.0 l  

2. 0.2 l‟ lik reaksiyon tüplerine izole edilmiĢ olan RNA‟ dan 10 l konuldu. 

Ayrıca her bir tüpe 2 l oligo-dT (50 M, final konsantrasyon 5 M olur) 

eklendi. 

3. Her bir tüpe 8 l temel karıĢımdan konulup, karıĢtırılarak kısa süre döndürüldü. 

4. Reaksiyon tüpleri, 42 
o
C‟ de 60 dakika inkübe edildi. 
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5. Daha sonra, 92
o
C‟ de 10 dakika inkübasyon iĢlemi sonunda elde edilen cDNA‟ 

lar,  -20 
o
C‟ de QPCR aĢamasına kadar saklandı. 

3.6.3. Kantitatif Real Time Q-PCR Uygulama Basamakları 

Göreli ve kesin mRNA miktarını belirlemek için sıklıkla tercih edilen bir yöntem olan 

kantitatif real time Q-PCR tekniği, gen ekspresyonu çalıĢmalarında yoğun olarak 

kullanılmaktadır. Bu teknikle, her hücrede belirli düzeyde eksprese olduğu bilinen 

house-keeping genin ekspresyonu temel alınarak gruplar arasında değerlendirilen RNA 

miktarları ve bu gruplardaki AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS1 gen ekspresyon 

düzeyi karĢılaĢtırılmıĢtır. Uygulanan kantitatif real-time PCR uygulama basamakları 

aĢağıda belirtilmiĢtir. 

1. Yukarıda belirtildiği gibi RNA izolasyonu ve cDNA eldesi gerçekleĢtirildi. 

2. Tablo-4‟ de belirtilen reaktantlar konularak reaksiyon karıĢımı oluĢturuldu. 

Tablo 3.4. Q-PCR için reaksiyon karıĢımı. 

Reaktantlar Miktarları 

2XIQ SbrGreen Supermix 12.5 l 

Primer 1 (Çizelge5) 10 pmol olacak miktarda 

Primer 2 (Çizelge5) 10 pmol olacak miktarda 

Distile su 25 l‟ye tamamlanacak 

Amplifikasyon, 30 siklusta gerçekleĢtirilmiĢtir. BaĢlangıç denatürasyonu; 95 
o
C‟de 5 

dakika 30 siklus, 92 
o
C‟ de 30 saniye, 65 

o
C‟ de 20 saniye, 72

 o
C‟ de 1 dakika Ģeklinde 

uygulandı. Örnekler analiz sonucunda, oluĢturduğumuz standartın aralığında ve referans 

DNA ile kantitatif real-time PCR aletinde okunmuĢ ve software programı yardımıyla 

belirlenmiĢtir. Ortaya çıkan eĢik değeri siklusunda ve diğer sikluslarda AXL, MERTK, 

TYRO3, GAS6, PROS1 ve GAPDH gen ekspresyon düzeyi miktarsal olarak 

belirlenmiĢtir. Sonuçlar 2[-Delta Delta C(T)] (2-∆∆CT) metodu kullanılarak 

hesaplanmıĢtır. Bu yöntemde; her bir örnek için ayrı ayrı olarak, test edilen genin Ct 
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değeri ile endojen kontrol olarak kullanılan rRNA‟nın verdiği Ct değerleri birbirinden 

çıkarılarak ∆Ct değerleri belirlenmiĢ. ∆Ct„ den Relative quantification (2-∆∆Ct) değeri 

hesaplanarak deney grubunun kontrolü olan gruba göre kat artıĢı belirlenmiĢtir. 

Tablo 3.5. QPCR‟ da kullanılan primerler 

AXL Forward Primer 5 -GGTGGCTGTGAAGACGATGA-3 

AXL Reverse Primer 5 -CTCAGATACTCCATGCCACT-3 

MERTK Forward Primer 5′-CCCCCTCCGTGCTAACTGTT-3‟ 

MERTK Reverse Primer 5′-TGTGGGCCTCACAACTGAAG-3‟ 

TYRO3 Forward Primer 5'-CCTGGCCGACAACCTGTAT-3' 

TYRO3 Reverse Primer 5'-TCCATTCGCAGACAAGTAAAGC-3' 

GAS6 Forward Primer 5‟-CCTTCCATGAGAAGGACCTCGT-3‟ 

GAS6 Reverse Primer 5‟- GAAGCACTGCATCCTCGTGTTC-3‟ 

PROS1 Forward Primer 5‟-GGCTCCTACTATCCTGGTTCTG-3‟ 

PROS1 Reverse Primer 5‟-CAAGGCAAGCATAACACCAGTGC-3‟ 

GAPDH Forward Primer 5‟ -GTCTTCACCACCATGGAGAA- 3‟ 

GAPDH Reverse Primer 5 -ATCCACAGTCTTCTGGGTGG-3 

 

3.7. Ġstatistiksel Değerlendirme 

Western blot analizleri sonucunda elde edilen bulguların analizleri Image J programı 

kullanılarak ölçüldü. Bu sonuçlardan elde edilen veriler ve qRT-PCR analizleri 

sonucunda her bir örnek için ayrı ayrı test edilen genin ∆Ct değerlerinin istatistiksel 

hesaplamaları Windows için Sigma Stat sürüm 3.5 (Jandel Scientific Corp. San Rafael, 

CA) kullanılarak One Way ANOVA testi ile değerlendirildi. P<0.05; istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

Bu çalıĢmada Ġlk trimesterde URPL yaĢamıĢ ve istemli sonlandırılmıĢ ilk trimester 

gebeliklerinin desidua ve koryon örneklerinde ve sağlıklı endometrium örneklerinde 

TAM reseptör kinaz reseptör ve ligandlarının gen ve protein ekspresyon düzeyleri aynı 

zamanda protein lokalizasyonlarının belirlenmesi ve karĢılaĢtırılması amaçlanmıĢtır. 

Bunun için, vakalardan onamları alınarak elde edilen örnek dokularda 

immünohistokimya, Western blot ve qRT-PCR teknikleri uygulanmıĢtır.   

4.1. Ġmmünohistokimyasal Bulgular 

 

 

ġekil 4.1. TP ve URPL grubu koryon örneklerinde AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1, CD68, 

CD11c, CD90, CK7 proteinlerinin immünoreaktivitesi. 
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ġekil 4.2. TP ve URPL gruplarının desiduası ve Kontrol Endometriumda (KE) AXL, MERTK,TYRO3, 

GAS6, PROS1, CD68, CD11c, CD90, CK7 proteinlerinin immunorektivitesi. 
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KE grubunda, bez epitelinde ve stromal hücrelerde AXL ekspresyonu yoğun olarak 

nükleer boyanma gösterdi. (ġekil 4.3) Bez epitelinin bazalinde nadir birkaç hücrede 

sitoplazmik boyanma göstermekteydi (ġekil 4.21a). 

TP grubunda maternal alanda, desidua hücreleri AXL proteinini yoğun olarak nükleer ve 

membranöz, çok zayıf olarak da sitoplazmada eksprese etmekteydi (ġekil 4.3.). Desidua 

hücrelerinin arasında küçük çaplı bazı hücrelerin sitoplazmik ve nükleer olarak yoğun 

AXL ekspresesyonuna sahip olduğu gözlendi. Desidua hücrelerinin aralarında bulunan 

damar endotel hücrelerinde de nükleer olarak AXL ekspresyonu görüldü (ġekil 4.23a).  

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri AXL proteinini nükleer olarak eksprese 

etmekteydiler (ġekil 4.4, 4.23a). Trofoblast hücreleri komĢuluğunda bir alt tabakada 

bulunan makrofaj olduğu düĢünülen hücrelerin nukleuslarında da yoğun AXL 

ekspresyonu görülmekteydi (ġekil 4.25a). Bununla birlikte koryonik stromal hücrelerde 

oldukça yoğun nükleer ve zayıf sitoplazmik AXL boyanması dikkat çekmekteydi (ġekil 

4.24a).  

URPL grubunda maternal alanda, desidua hücreleri AXL proteinini kuvvetli olarak 

nükleer, zayıf olarak membranöz ve sitoplazmik bölgelerde eksprese etmekteydi (ġekil 

4.3). Desidua hücrelerinin arasında küçük çaplı bazı hücrelerin AXL‟yı yoğun nükleer 

olarak eksprese ettiği gözlendi (ġekil 4.26a, 4.27a). 

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri AXL proteinini nükleer olarak 

eksprese etmekteydiler. Bununla birlikte desiduaya doğru göç eden ve maternal vasküler 

endotele giren ekstravillöz trofoblast hücreleri olabileceğini düĢündüğümüz hücrelerin 

nukleuslarında oldukça yoğun boyanma dikkat çekiciydi (ġekil 4.5, 4.28a, 4.29a). 

  

ġekil 4.3. KE  (a), TP (b) ve URPL desiduasında (c)  AXL immunoreaktivitesi. 

 

b a c 
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ġekil 4.4. TP grubu koryon örneklerinde AXL immunoreaktivitesi. 

 

ġekil 4.5. URPL grubu koryon örneklerinde AXL immunoreaktivitesi. 

KE grubunda, MERTK ekspresyonu bez epiteli ve stromal hücrelerde izlenmedi. 

Stromal hücrelerin arasında ve epitel hücre tabakasının bazalinde bulunan bazı 

hücrelerde nükleer, yer yer hem nükleer hem sitoplazmik boyanmalar olduğu belirlendi 

(ġekil 4.6, 4.21b). 

TP grubunda maternal alanda, desidua hücreleri MERTK proteinini eksprese 

etmemekteydi. Desidua hücrelerinin arasında küçük çaplı hücrelerin MERTK‟i 

sitoplazmik ve nükleer olarak yoğun bir Ģekilde eksprese ettiği gözlendi (ġekil 4.6, 

4.22b, 4.23b).  

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri MERTK proteinini ekspresyonu 

göstermedi. Trofoblast hücreleri komĢuluğunda, immünfloresan boyanma sonuçlarımıza 

istinaden dendritik hücre olabileceğini öngördüğümüz küçük hücrelerin nukleus ve 

sitoplazmasında da yoğun MERTK ekspresyonu dikkat çekti. Buna karĢın, desiduaya 

doğru göç eden ve maternal vasküler endotele giren EVT hücreleri olduğunu 

düĢündüğümüz hücre gruplarında hiç bir lokasyonda MERTK boyanması 

görülmemekteydi (ġekil 4.7, 4.25b).  
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URPL grubunda maternal alanda desidua hücrelerinin arasında küçük çaplı hücrelerin 

yoğun nükleer zayıf sitoplazmik MERTK ekspresyonuna karĢın desidua hücreleri 

MERTK proteinini eksprese etmemekteydi (ġekil 4.6, 4.26b). 

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hücrelerinin MERTK protein ekspresyonu 

yoktu. Aynı Ģekilde desiduaya doğru göç eden ve maternal vasküler endotel arasına 

giren EVT hücrelerinde de hiç bir lokasyonda boyanma izlenmedi (ġekil 4.8). 

    

ġekil 4.6.  KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu desidua örneklerinde (c)  MERTK 

immunoreaktivitesi.   

   

ġekil 4.7. TP grubu koryon örneklerinde MERTK immunoreaktivitesi. 

    

ġekil 4.8. URPL grubu koryonunda MERTK immunoreaktivitesi. 

KE grubunda, TYRO3 ekspresyonu bez epitelinde membranöz, stromal hücrelerde 

nükleer olarak izlendi (ġekil 4.9).  

b a c 
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TP grubunda maternal alanda, desidua hücreleri TYRO3 proteinini hem membranöz 

hem de sitoplazmik olarak eksprese ederken, nükleer ekspresyonun oldukça zayıf olduğu 

görüldü. (ġekil 4.9, 4.21c, 4.23c).  

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri TYRO3 proteinini sitoplazmik ve 

membranöz eksprese etmekteydi. Desiduaya doğru göç eden EVT hücrelerinde oldukça 

yoğun nükleer ve sitoplazmik boyanma izlendi. Maternal vasküler endotele giren EVT 

olduğunu düĢündüğümüz hücrelerde sadece nükleer boyanma dikkat çekmekteydi (ġekil 

4.10).  

URPL grubunda maternal alanda, desidua hücreleri sitoplazmik ve  membranöz olarak 

zayıf  TYRO3 proteinini eksprese etmekteydi (ġekil 4.9, 4.26c).  

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri membranöz, sitoplazmik, ve nükleer 

olarak güçlü TYRO3 protein ekspresyonu gösterdi (ġekil 4.11). Bununla birlikte villus 

stromasında bulunan makrofaj hücrelerinde sitoplazmik boyanma dikkat çekmekteydi 

(ġekil 4.28c, 4.29c). 

   

ġekil 4.9. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c) desidua örneklerinde TYRO3 

immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.10. TP grubu koryon örneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi. 

b a c 
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ġekil 4.11. URPL grubu koryon örneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi. 

KE grubunda, TAM Reseptör Kinaz‟ların ligandlarından olan GAS6 bez epitelinde 

yoğun olarak membranöz, sitoplazmik ve nükleer boyanma izlendi. Stromal alanda yer 

yer nükleer ve sitoplazmik boyanma gösteren hücreler izlendi (ġekil 4.12).  

TP grubunda maternal alanda, desidua hücreleri GAS6 proteinini yoğun olarak nükleer, 

çok zayıf olarak da sitoplazmada eksprese etmekteydi. Desidua hücrelerinin arasında 

dağılmıĢ küçük çaplı hücrelerin GAS6‟ı daha yoğun bir Ģekilde nükleer olarak eksprese 

ettiği gözlendi (ġekil 4.12, 4.22d, 4.23d). 

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri GAS6 proteinini Ģiddetli nükleer ve zayıf 

sitoplazmik eksprese etmekteydi. Bununla birlikte endotelin bazalinde EVT olduğunu 

düĢündüğümüz  hücrelerde oldukça yoğun nükleer boyanma dikkat çekiciydi. (ġekil 

4.13).  

URPL grubunda maternal alanda, desidua hücreleri GAS6 proteinini yoğun bir Ģekilde 

nükleer, zayıf düzeyde sitoplazmik bölgelerde eksprese etmekteydi. Desidua 

hücrelerinin arasında bulunan küçük çaplı hücrelerde ise GAS6 ekspresyonu gözlenmedi 

(ġekil 4.12). 

URPL grubunda fetal alanda, desidua hücreleri GAS6 proteinini yoğun bir Ģekilde 

nükleer olarak eksprese etmekteydi (ġekil 4.14, 4.29d).  

KE grubunda, TAM reseptör kinazların ligandlarından olan PROS1 de TYRO3 ile aynı 

lokalizasyonlarda bez epitelinde yoğun olarak membranöz, stromal hücrelerde ise yoğun 

olarak nükleer boyanma göstermekteydi (ġekil 4.15) .  
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ġekil 4.12.  KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c)  desidua örneklerinde GAS6 

immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.13. TP grubu koryon örneklerinde GAS6 immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.14.  URPL grubu koryon örneklerinde GAS6 immunoreaktivitesi. 

TP grubunda maternal alanda, desidua hücreleri PROS1 proteinini membranöz  ve 

sitoplazmik olarak çok çok zayıf düzeyde eksprese etmekteydi. Desidua hücrelerinin 

arasında gruplar halinde bulunan küçük çaplı hücrelerin PROS1‟i yoğun olarak nükleer 

ve sitoplazmik olarak eksprese ettiği gözlendi. Desidua hücrelerinin aralarında bulunan 

damar endotel hücrelerinde de nükleer olarak PROS1 ekspresyonu görüldü (ġekil 4.15).  

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri PROS1 proteinini farklı düzeylerde 

sitoplazmik ve nukleer olarak eksprese etmekteydi. Trofoblast hücreleri komĢuluğunda 

bir alt tabakasında bulunan hücrelerin nukleusunda ve sitoplazmasında yoğun PROS1 

ekspresyonu görülmekteydi. Bununla birlikte EVT olduğunu tahmin ettiğimiz  

hücrelerin de oldukça yoğun sitoplazmik boyanmaktaydı (ġekil 4.16).  

b a c 
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URPL grubunda maternal alanda, desidua hücreleri PROS1 proteinini yoğun bir Ģekilde 

nükleer, orta derecede sitoplazmik olarak eksprese etmekteydi. Desidua hücrelerinin 

arasında küçük çaplı hücrelerde ise PROS1 yoğun bir Ģekilde nükleer ve sitoplazmik 

olarak eksprese edildi (ġekil 19, 4.26e).  

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hücreleri PROS1 proteinini nükleer daha yoğun 

olarak da sitoplazmik eksprese etmekteydiler. Koryon içerisindeki stromal hücrelerde 

nükleer boyanan hücreler oldukça fazla miktarda izlendi (ġekil 4.17). 

   

ġekil 4.15. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu  (c) desidua örneklerinde PROS1 

immunoreaktivitesi.  

   

ġekil 4.16. TP grubu koryon örneklerinde PROS1 immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.17. URPL grubu koryon örneklerinde PROS1 immunoreaktivitesi. 

KE grubunda, CD68+ makrofajlar çok az sayıda bez epitelinin bazalinde ve stromal 

hücrelerin arasında dağılmıĢ olarak izlendi (ġekil 4.18). 

b a c 
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TP grubunda maternal alanda, Makrofajlar desidua hücrelerinin arasında kontrol 

endometriuma göre çok daha fazla miktarda izlendi (ġekil 4.18).  

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hücrelerinin bazalinde yer alan çok sayıda CD68+  

hücre izlendi (ġekil 4.19).  

URPL grubunda maternal alanda, desidua hücreleri CD68‟i niceliksel olarak 

gebeliktekine benzer oranda izlendi (ġekil 4.18). 

URPL grubunda fetal alanda, koryon stromasında oldukça yoğun miktarda CD68+ hücre 

gözlendi (ġekil 4.20). 

   

ġekil 4.18. KE grubu (a), TP grubu (b) URPLgrubu (c)  desidua örneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.19. TP grubu koryon örneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi. 

   

ġekil 4.20. URPL grubu koryon örneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi.   

b a c 
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ġekil 4.21.  KE grubu endometriyum örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 

(e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

   

   

ġekil 4.22. TP grubu desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve 

CD68+ (f) immunoreaktivitesi. 

 

b a c 

e d f 

b a c 

e d f 
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ġekil 4.23. TP grubu koryon ve desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), 

PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

    

   

ġekil 4.24. TP grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve 

CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

b a c 

e d f 

b a c 

e d f 
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ġekil 4.25. TP grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve 

CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

   

   

ġekil 4.26. URPL grubu desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) 

ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

 

b a c 

e d f 

b a c 

e d f 
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ġekil 4.27. URPL grubu koryon ve desidua örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), 

PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

   

   

ġekil 4.28. URPL grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) 

ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

 

b a c 

e d f 

b a c 

e d f 



43 
 

   

   

ġekil 4.29. URPL grubu koryon örneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) 

ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi 

4.2.  Western Blot ve QPCR Analizleri 

Western blot analizleri her grup için 2 kez tekrarlanmıĢ her iki tekrarda da aynı koĢullar 

oluĢturulmuĢtur. PCR için her gen, kendi içinde üçlü gruplar halinde aynı koĢullar 

oluĢturularak çalıĢılmıĢ her gen her örnek için üç kez tekrar edilmiĢtir. 

4.2.1. AXL için Western Blot ve QPCR Analizleri 

Gebelik durumunda desiduada, AXL ekspresyonu hem mRNA düzeyinde hem de 

protein düzeyinde sağlıklı endometriuma oranla yükseldiği ancak bu yükseliĢin 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı görülmüĢtür. URPL desiduasında ise KE grubu 

endometriyumuna göre her iki parametrede de yükseliĢ olduğu, bunlardan sadece gen 

düzeyindeki yüseliĢin anlamlı olduğu bulunmuĢtur (p: 0,022). URPL grubunda ise 

sağlıklı gebeliğe oranla yükseliĢ olsa da istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi 

(ġekil 4.30, 4.31, 4.50). 

TP grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki AXL ekspresyonu karĢılaĢtırıldığında 

URPL grubunda AXL ekspresyonunun hem gen (p:0,325) hem protein (p:0,318)  

düzeyinde artıĢ gösterdiği, ancak bu artıĢın anlamlı olmadığı belirlendi.(ġekil 4.32, 4.33, 

4.50) 

b a c 

e d f 
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ġekil 4.30.  TP grubu ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen AXL mRNA‟sının QPCR analizi 

(URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6)  *URPL ve KE grupları arasındaki farklılık istatistiksel 

olarak anlamlı bulundu. 

 

ġekil 4.31. TP ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen AXL proteinin Western Blot analizi sonucu 

(URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) 
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ġekil 4.32. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen AXL mRNA‟sının QPCR analizi sonucu 

(URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

  

ġekil 4.33. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen AXL proteinin Western Blot analizi sonucu 

(URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

4.2.2. MERTK için Western Blot ve QPCR Analizleri 

Gebelik durumunda desiduada, MERTK ekspresyonu hem mRNA düzeyinde hem de 

protein düzeyinde sağlıklı endometriuma oranla anlamlı olmayan çok az bir yükseliĢi 

gösterdi.  URPL grubu desiduasında ise KE göre her iki parametrede de belirgin bir 

yükseliĢ izlendi. Fakat mRNA düzeyindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmazken 
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(p: 0,135) protein düzeyindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulundu (p: 0,037) (ġekil 

4.34, 4.35, 4.50) . 

TP grubu ve URPL grubularına ait koryon örneklerinde MERTK ekspresyonu 

değerlendirmesinde, URPL grubunda MERTK ekspresyonunun hem gen hem de protein 

düzeyinde artıĢ gösterdiği, ancak mRNA (p:0,307) ve  protein (p: 0,227) düzeyindeki bu 

artıĢın istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (ġekil 4.36, 4.37, 4.50) . 

 

ġekil 4.34. TP ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen MERTK mRNA‟sının QPCR analizi sonucu 

(URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6)  
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ġekil 4.35. TP ve URPL desiduasında eksprese edilen MERTK proteinin Western Blot analizi sonucu 

(URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) *: URPLD ve KE grupları arasında istatistiksel olarak 

anlamlı fark bulunmaktadır (p:0,01). 

 

ġekil 4.36. TP ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen MERTK mRNA‟sının QPCR analizi sonucu 

(URPLK için n:5; TPK için n: 6) 
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ġekil 4.37. TP ve URPL koryonlarında eksprese edilen MERTK proteinin Western Blot analizi sonucu 

(URPLK için n:5; TPK için n: 6).  

4.2.3. TYRO3 için Western Blot ve QPCR Analizleri 

TYRO3 mRNA ekspresyonu, TP desiduasında sağlıklı endometriuma (KE) oranla (p: 

0,0001) ve URPL desiduasında ise sağlıklı endometriuma oranla (p: 0,03) istatistiksel 

olarak anlamlı azalma gösterdiği bulunmuĢtur. URPL grubu desiduasında TP grubu 

desiduasına göre TYRO3 mRNA ekspresyonunda anlamlı bir yükseliĢ izlenmiĢtir (p: 

0,01). Protein düzeyindeki değiĢikliklerin de mRNA ekspresyonundaki değiĢikliklere 

parallellik göstermekle birlikte bu farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmamıĢtır 

(p: 0,146) (ġekil 4.38, 4.39, 4.50) . 

TP grubu ve URPL grubu koryonlarındaki TYRO3 ekspresyonu değerlendirmesinde, 

URPL grubunda  TYRO3 ekspresyonunun hem gen hem protein düzeyinde artıĢ 

gösterdiği, ancak bu artıĢın mRNA (p:0,26) düzeyinde ve  protein (p: 0,058) düzeyinde 

istatistiksel olarak anlamlı olmadığı belirlendi (ġekil 4.40, 4.41, 4.50) . 
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ġekil 4.38. TP  ve URPL desiduasında eksprese edilen TYRO3 mRNA‟sının QPCR analizi sonucu (UPRD 

için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) a: URPL ve KE arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır. P< 0,03 ; 

b: TP ve KE arasındaki fark anlamlı bulunmuĢtur. P:0,0001; c: RPL ve TP arasında anlamlı farklılık 

bulunmaktadır. P: 0,01. 

 

ġekil 4.39. TP grubu ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen TYRO3 proteinin Western Blot analizi 

sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) 
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ġekil 4.40. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen TYRO3 mRNA‟sının QPCR analizi 

sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

 

ġekil 4.41. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen TYRO3 proteinin Western Blot 

analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

4.2.4. GAS6 için Western Blot ve QPCR Analizleri 

Gebelik durumunda desiduada, GAS6 ekspresyonu hem mRNA düzeyinde hem de 

protein düzeyinde sağlıklı endometriuma oranla azalma göstermiĢtir. URPL grubu 

desiduasında ise KE‟ye göre her iki parametrede de yükseliĢ izlenmiĢtir. mRNA 

düzeyinde TP grubu desiduasının, hem  KE grubu desiduasıyla (p: 0,005)  hem de URPL 
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grubu desiduasıyla (p: 0,003) istatistiksel olarak anlamlı farklılık göstermiĢtir. Protein 

düzeyinde ise sadece TP grubu desisuası ve URPL grubu desiduası (p< 0,003) arasında 

görülen farklılıklar istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur (ġekil 4.42, 4.43, 4.50) . 

TP grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki GAS6 ekspresyonu 

değerlendirmesinde URPL grubunda  GAS6 ekspresyonunun hem gen hem protein 

düzeyinde azalma gösterdiği, bu azalmanın hem mRNA (p:0,614) düzeyinde hem de 

protein (p: 0,207) düzeyinde istatistiksel olarak anlamlılık göstermediği belirlenmiĢtir 

(ġekil 4.44, 4.45, 4.50) . 

 

 ġekil 4.42. TP grubu ve URPL grubu desidualarında eksprese edilen GAS6 mRNA‟sının QPCR analizi 

sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) a: TP ve KE arasında anlamlı farklılık 

bulunmaktadır. P: 0,005 ;b: TP ve URPL arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır. P:0,003 
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ġekil 4.43. TP grubu ve URPL  grubu desiduasında eksprese edilen GAS6 proteinin Western Blot analizi 

sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) *: URPL ve TP arasında anlamlı farklılık 

bulunmaktadır. P< 0,003 

 

ġekil 4.44. TP grubu  ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen GAS6 mRNA‟sının QPCR analizi 

sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) 
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ġekil 4.45. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen GAS6 proteinin Western Blot analizi 

sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

4.2.5. PROS1 için Western Blot ve QPCR Analizleri 

PROS1 mRNA ekspresyonu, gebelik desiduasında sağlıklı endometriuma oranla artıĢ 

gösterirken, URPL grubu  desiduasında daha da belirgin olarak yükselmiĢtir. Gen 

düzeyinde izlenen bu yükseliĢler protein düzeyinde de görülmektedir. mRNA (p:0,102) 

ve protein (p:0,112) düzeyindeki farklılıklar istatistiksel olarak anlamlılık 

göstermemektedir (ġekil 4.46, 4.47, 4.50) .  

TP grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki PROS1 ekspresyonu 

değerlendirmesinde, URPL grubunda  PROS1 ekspresyonunun hem gen hem protein 

düzeyinde artıĢ gösterdiği, mRNA (p:0,143) düzeyindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı 

değilken, protein (p: 0,023) düzeyindeki artıĢ istatistiksel olarak anlamlı bulunmuĢtur 

(ġekil 4.48, 4.49, 4.50).   
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 ġekil 4.46. TP grubu  ve URPL grubu desiduasında eksprese edilen PROS1 mRNA‟sının QPCR analizi 

sonucu   (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6). 

 

ġekil 4.47. TP grubu ve URPL  grubu desiduasında eksprese edilen PROS1 proteinin Western Blot analizi 

sonucu (URPLD için n:5; TPD için n: 6; KE için n: 6) 
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ġekil 4.48. TP  grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen PROS1 mRNA‟sının QPCR analizi 

sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) 

 

ġekil 4.49. TP grubu ve URPL grubu koryonlarında eksprese edilen PROS1 proteinin Western Blot 

analizi sonucu (URPLK için n:5; TPK için n: 6) *: URPL ve TP arasında anlamlı farklılık bulunmaktadır 

P: 0,02. 
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ġekil 4.50. Tüm grupların western Blot Bantları (AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS1) 
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5. TARTIġMA 

RPL, eksojen etken olan infeksiyöz ajanların yanı sıra, anatomik anomalilerden genetik 

problemlere kadar çok geniĢ perspektifte nedenlere sahiptir. URPL‟nin ise etiyolojisi 

tanımlanamamıĢ olduğundan bir çok bilinmeyeni içerisinde barındıran önemli bir 

araĢtırma konusudur. 

Gebeliğin sürdürülmesinde normal plasental mimarinin geliĢmesi anahtar role sahiptir. 

Anormal plasental oluĢum gebelik kayıplarında önemli nedenlerden birisini oluĢturur. 

Spiral arter modellenmesi ve anjiyogenezin normal Ģekilde gerçekleĢmemesi plasentada 

anormal yapılanmanın önemli nedenlerinden birisidir. Bu nedenle anjigenezi 

yönlendiren moleküler mekanizmalardaki farklılık anormal plasental vaskülarizasyona 

ve gebelik kayıplarına neden olabilmektedir (Ball ve ark. 2006).  RPL‟de VEGF 

düzeylerinin sağlıklı gebeliğe sahip ve gebe olmayan sağlıklı kadınlara göre oldukça 

düĢük olduğu belirlenmiĢtir (Bagheri ve ark. 2017). Bu nedenle VEGF düzeyleri gebelik 

kayıplarında önemli tanımlayıcı marker olabileceği önerilmektedir. 

Endotel hücrelerinden sentezlenen ve kan basıncı regülasyonunda iĢlevsel olan ACE 

(angiotensin converting enzyme), inaktif anjiotensin I‟ in anjiotensin II ye 

dönüĢtürülmesinde etkilidir. Bazı toplumlarda ACE gen polimorfizmine sık rastlandığı 

ve buna bağlı tekrarlayan gebelik kayıplarının da sık yaĢandığı belirlenmiĢtir  (Al-

Mukaynizi ve ark. 2016). Böylece RPL etyoljisinde ACE mekanizmasındaki 

değiĢikliklerin de rol aldığı ileri sürülmektedir.  

Gebelik kaybı olasılığının önceden belirlenmesi, gebeliğin sağlıklı bir Ģekilde 

tamamlanması için önemlidir. Bu nedenle RPL için marker olabilecek etkenleri 

belirlemeye yönelik çalıĢmalar günümüzde araĢtırıcıların odaklandığı önemli konulardan 

birisidir.  Yapılan çalıĢma sonucunda, maternal serum amyloid  (SAA)  düzeyinin artmıĢ 

olması URPL için önemli bir marker olabileceği önerilmektedir (Ibrahim ve ark. 2017). 
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Toll benzeri reseptörler (TLR'ler) gibi patent tanıma reseptörleri, virüsler, bakteri ve 

funguslar gibi patojenler üzerinde korunmuĢ moleküler kalıpları tespit eder. Bu yaygın 

moleküler epitopların saptanması üzerine, TLR'ler bağıĢıklık yollarını baĢlatır ve pro-

inflamatuvar sitokinlerin ve diğer bağıĢıklık aracılarının üretilmesine yol 

açar. Ġnflamasyon oluĢumu ve bağıĢıklık hücrelerinin çağırılması  enfeksiyona yanıt 

olarak önemlidir. Bununla birlikte, düzensiz pro-inflamatuar cevaplar doku hasarına ve 

otoimmün hastalığa neden olabilir. Bu nedenle, bu reseptörlerin aktivasyonu, aĢırı 

inflamasyon oluĢumunu ve doku hasarını önlemek için sıkı bir Ģekilde düzenlenir 

(Malawista ve ark. 2016).  TAM reseptör tirozin kinaz ailesi üyeleri AXL, MERTK ve 

TYRO3 reseptörleri ve ligandlarıda GAS6 ve PROS1‟ dir (Lemke ve Rothlin 2008).  

TAM reseptörleri (TYRO3, AXL ve MERTK) aĢırı uyarımı kontrol etmek ve 

homeostatik dengeyi düzeltmek için TLR'leri ve onların downstreamini baskılayan 

homolog reseptör-tirozin kinazlardan oluĢan bir ailedir. TLR sinyallemesi, tip I 

interferon reseptörü (IFNAR) -STAT1 yoluyla TAM upregülasyonunu indükler ve 

IFNAR-STAT1 yolağını baskılar. Böylelikle kendinden regülasyonlu, negatif geri 

besleme döngüsü oluĢturulur (Malawista ve Wang 2016). TAM reseptörleri bu 

inflamatuar dengenin sağlanmasında oldukça etkin reseptörlerdir.  

ÇalıĢmamız, sağlıklı ilerleyen gebelikte ve sebebi anlaĢılamamıĢ tekrarlayan gebelik 

kayıplarında TAM reseptörleri ve ligandlarının ekspresyon düzeylerini gösterildiği ilk 

çalıĢmadır. Öncelikle hem sağlıklı endometriumunda hem de ilk trimester gebeliğinde 

TAM reseptörleri ve ligandlarının farklı düzeylerde de olsa ekspre olduğu ilk kez 

gösterilmiĢtir. 

 Sağlıklı endometriuma oranla gebelikte AXL ekspresyonu belirgin bir biçimde hem gen 

hem de protein düzeyinde artıĢ gösterdi. Ligandı GAS6 ise gebelikle birlikte belirgin bir 

Ģekilde düĢüĢ gösterdi. AXL aĢırı inflamatuvar yanıtın baskılanmasında rol alan 

immünsüpresif fagositik reseptörlerdendir. AXL hem M1 hem de M2 polarize 

makrofajlarda uyarılmakta olup, herhangi bir doku hasarı yada inflamatuar hasara karĢı 

yanıt reseptörü olarak görev yapmaktadır. AXL„ ın aktivasyonu üzerine bölünmeye 

uğradığı ve bu bölünmenin apoptotik hücre fagositozunun ilk aĢaması için gerekli 

olabileceği düĢünülmektedir. Diğer TAM‟ ların aksine AXL ve ligandı GAS6 birbirine 
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bağımlıdır. AXL aktive olabilmek için GAS6‟ ya; GAS6‟ nın stabil devamlılığını devam 

ettirebilmesi için de AXL‟ a ihtiyacı vardır. Bir çok dokudaki GAS6 protein 

rezervuarının korunması AXL‟ın yüzey ekspresyonuna bağlıdır. Ve bu dokularda GAS6, 

normalde AXL‟a bağlı bulunur. Ayrıca AXL-GAS6 birlikteliğinde PtdSer varlığında 

aktivasyon artmaktadır (Zagorska ve Traves 2014). ÇalıĢmamızda GAS6 düzeyinde 

izlenen bu düĢüĢ AXL‟ ın immünohistokimya verileriyle desteklediği gibi, gebelikte 

çoğunlukla nükleer ekspresyonuna bağlı olabilir. Normal gebelikte abartılı inflamatuar 

cevap olmaması gerektiğinden AXL‟in yüzey ekspresyonun bulunmaması normaldir. 

Stroma içerisindeki çeĢitli hücrelerde yoğun nükleer ve sitoplazmik AXL 

ekspresyonunun görülmesi, AXL‟nin immün yanıt dıĢında rol aldığı farklı yolaklarla 

ilgili olabilir. Bunlara ilaveten fagositik hücrelerin apoptotik hücreyi fagosite edebilmesi 

için ligandıyla yüzeyde etkileĢim halinde olmasının gerekli olduğunu daha önce yapılan 

çalıĢmalarda gösterilmiĢti (Zagorska ve Traves 2014). AXL‟ın spesifik reseptörü 

GAS6‟nın düĢük olması da bu etkileĢimin yeterince gerçekleĢmediğini gösteriyor 

olabilir. Normal gebelik süreci olması nedeniyle apoptotik hücrelerin normal fizyolojik 

Ģartlar sınırında olduğu ve bu etkileĢime ihtiyaç duyulmadığı düĢünülebilir. TAM 

reseptör tirozin kinaz ailesi doğal bağıĢıklıkta önemli rol oynamaktadır. Doğrudan 

patojenleri tanımanın yanı sıra patojenler ile enfekte bir hücre de tanınmalı ve yok 

edilebilmelidir. Doğal immün yanıtta bu iĢlevsel durum, temel olarak NK hücreleri ile 

gerçekleĢtirilmektedir. TAM sinyalizasyon sistemi de bu hücrelerin aktivitesinin 

düzenlenmesinde önemli bir role sahiptir. Bu düzenlenme sitokin reseptörleri ile birlikte 

yapılmaktadır. Ġmmatür NK hücrelerinin olgunlaĢması ve sitotoksik aktivite 

gösterebilmesinde TAM sinyalizasyonu önemli bir rol üstlenmektedir (Lemke ve 

Rothlin 2008).  Kemik iliği stromal hücreleriyle yapılmıĢ bu çalıĢmanın sonuçlarından 

yola çıkarak desidual hücreler arasında AXL boyanma gösteren hücrelerin bir kısmının 

immatür NK olabileceğini düĢünebiliriz. Stromal desidual hücrelerde eksprese olduğunu 

gösterdiğimiz GAS6 veya PROS1 ile immatür NK hücreleri etkileĢime geçerek uNK 

hücrelerine dönüĢümü tetikliyor olabilir. uNK hücreleri, NK hücrelerinin sitotoksik 

olmayan, gebelikte immün hücrelerin %70‟ini oluĢturan ve normal gebelik sürecinin 

sağlıklı ilerlemesi için gerekli olan hücrelerdir. Ancak URPL li kadınlarda yapılan 

çalıĢmada IL-22 sentezleyen NK22 hücrelerinin daha yüksek oranda bulunduğu 
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belirlenmiĢ. Retinoid-related orphan receptör gamma-t (ROR gamma-t) periferik kan ve 

uterinal endometriyumda bulunan NK22 hücrelerinin regülasyonunda iĢlevseldir. URPL 

yaĢayan kadınlarda ROR gamma-t ekspresyonu da yüksek bulunmuĢ ve bu 

ekspresyonuna bağlı olarak artmıĢ NK22 hücre sayısının RPL nedeni olabileceği ileri 

sürülmüĢtür (Fuchinoue ve ark. 2016). 

URPL‟de desidual alanda protein ve belirgin olarak gen düzeylerinde AXL artıĢı izlendi. 

AXL ekspresyonunda lokalizasyon olarak TP grubuyla karĢılaĢtırıldığında bir farklılık 

izlenmedi. AXL‟ın spesifik ligandı olan GAS6‟ nın da URPL de TP grubuna oranla daha 

fazla artmıĢ olması, bilmediğimiz bir dıĢ etkene bağlı oluĢmuĢ aĢırı inflamatuvar cevabı 

baskılamak adına olabileceği gibi, aynı zamanda ortamda bir sebepten dolayı oluĢmuĢ 

aĢırı miktarda apoptotik hücre‟ yi temizlemek için reseptör ligand etkileĢimi ile fagositik 

aktivitenin arttığını da düĢünebiliriz.  

 Koryon örneklerinde ise hem gen hem de protein düzeyinde AXL ekspresyonu izlendi.  

Trofoblast hücrelerinde epitelyal mezenĢimal geçiĢin var olduğu bilinmektedir (Mobley 

ve ark. 2017).   AXL‟ın epitelyal mezenĢimal geçiĢte aĢırı eksprese olduğu ve rolünün 

bulunduğuna yönelikte yayınlar bulunmaktadır (Gay ve ark. 2017). Bu  sebeple AXL 

ekspresyonunu gösterdiğimiz immunohistokimyasal analizlerimiz sonucunda 

immünreaktivitenin büyük oranda trofoblastların nukleusunda görülmesi ĢaĢırtıcı 

değildir. Gebelikteimplantasyondan itibaren pasentasyonun olu URPL koryonunda ise 

TP koryonuna oranla AXL ekspresyonunda artıĢ olsa da bu farklılık istatistksel olarak 

anlamlı değildi. Hücrelerde eksprese oldukları lokalizasyonlar da normal gebelikte 

olduğu Ģekildeydi. AXL ekspresyonu her ne kadar koryonda yükselme gösterse de 

standart sapması çok yüksek çıktı. Çünkü koryon örnekleri kendi içerisinde birbirinden 

çok farklı sonuçlar gösteriyordu. Bu örneklerde üç tekrar yapılmıĢ olmasına rağmen bu 

oranlar değiĢmedi. Buna sebep olabilecek iki faktör olabileceği kanaatindeyiz; 

ÇalıĢtığımız materyaller insan materyali olması nedeniyle her ne kadar bilinen bir 

enfeksiyonu olmayan hastaları toplamıĢ olsak bile, henüz dünyada tanımlanamamıĢ 

birçok mikrobiyal etken bulunmaktadır. Ve farklı TLR uyarıcılarının AXL reseptörünün 

ekspresyonunu farklı düzeylerde etkilediği daha önceki çalıĢmalardan bilinmektedir 

(Zagorska ve Traves 2014). Herhangi teĢhisi yapılamayan virütik bir etkene bağlı AXL 
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ekspresyonu aĢırı yükselmiĢ olabilir yada vücudun hormonal olarak üretmiĢ olabileceği 

steroid bir molekül AXL ekspresyonunu diğer hastada düĢürmüĢ olabilir. Bir diğer 

faktör de biz ne kadar büyük bir dikkat ile örnekleri ayırmıĢ olsak bile küretaj materyali 

olması ve ayrımının oldukça zor olması nedeniyle koryon örneğine fazlaca maternal 

kısım karıĢtırılmıĢ olabilir. Her iki faktörü de eleyebilmek için daha fazla vaka 

toplamaya ihtiyacımız olduğu kanaatindeyiz. AXL reseptörü, bir çok hücrede hayatta 

kalma, büyüme, agregasyon, migrasyon ve anti-inflamatuvar gibi çeĢitli fonksiyonları 

düzenler. AXL-GAS6 yolağı kanser, otoimmün hastalıklar ve kardiyovasküler 

hastalıklarla iliĢkili olduğu bilinmektedir (Korshunov 2012). Dendritik hücrelerdeki 

analizler, AXL mRNA'nın, TLR sinyalizasyonunun aktivasyonunun downstreaminde 

STAT1'e bağımlı bir Ģekilde yukarı doğru düzenlendiğini göstermiĢtir (Rothlin ve ark. 

2007). Benzer Ģekilde, makrofajlarda, AXL ekspresyonu TLR ligandları ve diğer tümör 

nekroz faktörü de dahil inflamasyon belirteçleri tarafından uyarılır, ancak bu etki 

kortikosteroidlerle tedavi aracılığıyla engellenebilir. Dendritik hücrelerde, AXL 

ekspresyonu bol miktarda bulunurken kemik iliği kaynaklı makrofajlarda AXL 

ekspresyonu minimaldir. Bununla birlikte, bu hücrelerde AXL mRNA kopya sayısında 

esas olarak bir fark bulunmaması, AXL ekspresyonunun transkripsiyon sonrası 

düzenlenmesinde önemli bir rol oynadığını düĢündürmektedir (Zagorska ve Traves 

2014).  

Trofoblast hücreleri komĢuluğunda bir alt bölgede bulunan hücrelerin yoğun olarak 

sitoplazmik CD68 ve nükleer olarak da AXL eksprese ettiğini izledik. Desidual alanda 

ise her ikisinin ortak boyanma gösterdiği hücreler oldukça az miktardaydı.  Son bir yıl 

içerisinde  gündemde olan orta ve gestasyonel dönemde Zika virüsü AXL,TYRO3 ve 

TIM1 ekspre eden hücreleri infekte ederek  fetüsü infekte ettiğine yönelik yayınlar 

çıkmıĢtır. Burada AXL ve TYRO3 ekspresyonu gösterilmiĢ olsa da çalıĢmamız ilk 

trimesterdeki bu ligandların varlığına yönelik ilk çalıĢma olma özelliğini korumaktadır. 

Progesteron (PR) ekspresyonu, gebelik hazırlığı sırasında endometrial homeostazı 

muafaza eden uyarı sinyallerinde rol oynar. PR farklı iĢlevleri olan iki izoforma (PR-A 

ve PR-B) sahiptir. Gebeliğin ilk üç ayında stromal hücrelerde ağırlıklı olarak PR-A 

olacak Ģekilde totalde azalma gösterir. Desidualizasyon ilerlerken ve gebelik baĢlarken 
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progesteron kademeli olarak düĢüĢ göstermeye baĢlar. Steroid hormonları ve bunların 

reseptörleri arasındaki mevcut düzenleme, muhtemelen desidual dönüĢümü yönlendiren 

ve endometrial homeostaz mekanizmalarını koruyan karĢı sinyalleri sağlar (Vinketova 

ve ark. 2016). Progesteronun MERTK ekspresyonunu arttırdığı daha önceki yayınlarda 

gösterilmiĢtir (Zagorska ve Traves 2014). Gebelik desiduasında MERTK ekspresyonu, 

sağlıklı endometriuma göre çok az yükselme göstermiĢ olup anlamlı değildi. Desidual 

alanda eksprese olan MERTK için post translasyonel modifikasyonun gebelikte değil 

sağlıklı endometriumda olduğu kanaatindeyiz. MERTK kararlı durum ve uyarılmıĢ 

toleransda etkili olan immünsupresif fagositik reseptördür. Ortamda AXL‟ı arttırmaya 

meyilli inflamatuvar uyaranlar MERTK‟i düĢürmeye eğilimliyken, Kortizon gibi 

immünsupresif uyaranlar MERTK‟i yükseltirken AXL‟ı düĢürme eğilimindedir. 

MERTK, AXL„dan farklı bir Ģekilde inflamasyonu baskılamaktadır. Ġlki düzenli olarak 

vücdumuzda oluĢan apoptotik hücrelerin temizlenmesi, ikincisi de kortikosteroid gibi 

immunsupresif uyaranlar varlığında MERTK‟in makrofajlarda ekspresyonunun 

artmasına bağlı apoptotik hücrelerin fagositozunun uyarılmasıdır. MERTK ligand olarak 

hem GAS6 hem de PROS 1‟i kullanabilmektedir (Zagorska ve Traves 

2014). Transmembran tirozin kinaz olan MERTK, normal beyin dokusuna kıyasla 

glioblastoma multiforme hücrelerinde aĢırı eksprese edilir ve canlılık ve proliferatif 

yollarla sinyal verir. Bir MERTK ligandı olan GAS6'nın ekspresyonu, glioblastoma 

multiforme'li hastalarda TAM reseptör kinaz sinyalizasyonunun önemini belirten kötü 

prognoza iĢaret eder. Küçük moleküllü bir tirosin kinaz inhibitörü UNC2025 tarafından 

MERTK'nın spesifik inhibisyonu glioblastoma multiforme hücre canlılığını, 

proliferasyonunu, koloni oluĢturma potansiyelini ve uyarılan poliploidiyi ve yaĢlanmayı 

azalttığı gösterilmiĢtir (Sufit ve ark. 2016). Desidualizasyonda desidual hücrelerde 

poliploidi varlığı bilinen bir durumdur. Yukarıdaki literatüre uyumlu olacak Ģekilde 

MERTK ekspresyonu sağlıklı sekresyon fazında ki endometrium grubunda bez epiteli ve 

stromal hücrelerde izlenmezken stromal hücrelerin arasında bulunan az sayıdaki 

hücrelerde nükleer ve sitoplazmik boyanmalar  izlenmekteydi. TP grubunda ve URPL 

grubunda desidua hücreleri MERTK proteinini eksprese etmemekteydi. Burada MERTK 

ekspresyonunun olmaması desidualizasyonda poliploidiyi uyaran faktörlerden bir 

tanesinin de MERTK olabileceğine iĢaret ediyor. Desiduada, bu DC / Mph fenotip 



63 
 

hücreleri spiral arterlerin yakınında bulunur ve sıklıkla uNK hücreleri ile kümelenir. 

Buna karĢılık, olgun DC'ler lenfatik damarların yakınında ve T lenfositleri ile temas 

halinde bulunurlar (Vinketova ve Mourdjeva 2016). Dendritik hücre markırı CD11c ile 

MERTK ekspresyonlarına çiftli immunfloresan boyama ile baktığımızda; Sağlıklı 

endometriumda bulunan stromal hücrelerin arasında bulunan dendritik hücrelerde de 

MERTK ekspresyonu hem sitoplazmik hem de nükleer olarak gözlendi. TP grubunda, 

desidua hücrelerinin arasında ve trofoblast hücrelerinin bir arka sırasında bulunan 

dendritik hücrelerde de sitoplazmik olarak yoğun MERTK ekspresyonu izlendi. URPL 

grubunda hem desidua hücreleri arasında hem de trofoblast komĢuluğunda bulunan 

dendritik hücreler, zayıf olarak nükleer, yoğun olarak da sitoplazmik MERTK eksprese 

etmekteydiler. Genel olarak baktığımızda sağlıklı endometriumda stromal hücreler 

arasında çok yoğun bulunan MERTK eksprese eden dendritik hücreler, URPL grubunda 

sayıca azalma göstermiĢti. Literatüre baktığımızda DC'ler üzerindeki MERTK 

indüksiyonu, devam eden bir bağıĢıklık tepkisini sınırlamak için kendi kendini 

düzenleyen bir mekanizma oluĢturmaktadır. Bununla birlikte, MERTK'in bağıĢıklık 

tepkisinin düzenlenmesiyle  T hücresi çoğalması üzerinde nötralize edici bir etki 

gösterir. DC'ler üzerindeki MERTK'in T hücrelerinde MERTK ile PROS1 etkileĢimi 

aracılığıyla T hücresi aktivasyonunu ve geniĢlemesini kontrol ettiğini bildirilmiĢtir 

(Cabezon ve ark. 2015). Bu durumda dendritik hücrelerin üzerinde eksprese olan 

MERTK adaptif immün cevabın yıkıcı etkisinden fetüsü korumaktadır. MERTK 

eksprese eden dendritik hücrelerin, URPL grubunda sayıca azalmıĢ olması gerçekleĢen 

bu kaybın adaptif immün sistemin devreye girmesi sonucunda gerçekleĢmiĢ olabileceği 

sorusunu akla getirmektedir. 

Antijen sunan hücre olan dendritik hücre nukleus ve sitoplazmasında yoğun MERTK 

ekspresyonu izlendi. Farklı olarak URPL grubunda amniyotik epitelin trofoblast 

hücreleriyle değiĢtiği bölgede bulunan trofoblastik hücrelerde MERTK ekspresyonu 

nükleer, sitoplazmik ve membranöz boyanma göstermekteydi. TP grubunda insan 

materyali olması nedeni ile bu bölgeyi denk getiremedik. Bu bölgede ki ekspresyonu ile 

ilgili veri sunabilmemiz için denek sayısını arttırarak ilgili bölgenin eldesi sağlanmaya 

çalıĢılmalıdır.  
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Hem PROS1 hem de GAS6 Gla içeren proteinler, yani gama- karboksilatlı glutamik asit 

artıklarını içeren proteinlerdir. Gla alanı baĢlangıçta kan pıhtılaĢma faktörü protrombin 

içerisinde tanımlanmiĢdı. Gla alanları, antikoagülan proteinlerde de bulunmaktadır. 

Ġnflamatuar yanıta benzer Ģekilde pıhtılaĢma patolojik trombozu önlemek için negatif 

düzenlenme gerektirir. Aslında PROS1‟in en iyi karakterize edilen fonksiyonu, TAM 

reseptöründen bağımsız olarak antikuagülan özelliğidir. PROS 1, kan dolaĢımında 

yaklaĢık 300nM bulunur ve burada bir baĢka Gla içeren protein olan aktifleĢtirilmiĢ 

Protein C (aPC) için kofaktör olarak görev yapar. PıhtılaĢma kaskadı ardıĢık proteaz 

aktivasyon reaksiyonları serisi aracılığıyla baĢarılır. Koagülasyon Faktörler V ve VIII, 

protrombin bölünmesi ve pıhtı oluĢumu için gereklidir. PROS1-aPC, Faktör V ve VIII'in 

bozulmasını destekler ve trombin oluĢumunu engeller. PROS1 ayrıca protrombin 

bölünmesini inhibe etmek için aPC'den bağımsız, antikoagülan fonksiyonlara 

sahiptir. GAS6'nın bilinen aPC kofaktör aktivitesi yoktur (Rothlin ve ark. 2015). PROS1 

mRNA ve protein düzeyinde ekspresyonu, TP desiduasında sağlıklı endometriuma 

oranla artıĢ göstermekte, URPL desiduasında daha da belirgin olarak yükselmiĢtir. TP 

grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki PROS1 ekspresyonu değerlendirmesinde, 

URPL grubunda PROS1 ekspresyonunun hem gen hem protein düzeyinde artıĢ 

gösterdiği görüldü. Desidua ve koryonda TAM ligandı ve antikuagülan özelliğe sahip 

PROS1 artıĢı sonucunda, MERTK ile etkileĢime geçerek gebelik kaybına bağlı apoptotik 

hücre temizlenmesinde beraberce rol oynuyor olabilirler. Yada kuagülasyona yol 

açabilecek bilinmeyen bir etkene maruziyet karĢısında PROS1‟in aĢırı artıĢı 

gerçekleĢmiĢ ve bu da fagositik aktiviteyi artırarak fetusun kaybında rol oynuyor 

olabilir.  

TYRO3 reseptörü TAM reseptörlerinin en az çalıĢıldığı down streamindeki yolakları en 

az bilinenidir. TYRO3 sinyal yolakları platelet agregasyonuna, hücre transformasyonuna 

ve osteoklastik kemik rezorpsiyonuna aracılık eder (Linger ve ark. 2008). 
 
TYRO3‟ün 

apoptotik hücre fagositozunda önemli bir rol oynamadığı bildirilmiĢtir (Zagorska ve 

Traves 2014). TYRO3‟de daha çok memranöz boyanma dikkat çekmiĢtir. Hücrelerin 

bağlanma yapıĢma gibi fonksiyonlarına aracılık ediyor olabilir mi?  Hücreler arasında 

bariyer oluĢumunda rol oynuyor olabilir mi? gibi sorular akla gelmektedir.  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4491918/#R38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4491918/#R38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4491918/#R38
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6. SONUÇ ve ÖNERĠLER 

Ġnsanda sekresyon fazı endometriumda TAM reseptör kinaz ve ligandlarının gösterildiği 

ilk çalıĢmadır. 

Ġlk trimester gebeliğinde desiduada TAM reseptör kinaz ve ligandlarının gösterildiği ilk 

çalıĢmadır. 

Ġlk trimester gebeliğinde koryonda TAM reseptör kinaz ve ligandlarının gösterildiği ilk 

çalıĢmadır. 

Ġlk trimester URPL desiduasında TAM reseptör kinaz ve ligandlarının gösterildiği ilk 

çalıĢmadır. 

Ġlk trimester URPL  koryonunda TAM reseptör kinaz ve ligandlarının gösterildiği ilk 

çalıĢmadır. 

Gebelikte dendritik  hücrelerle kolokalize alanların tespit edildiği ilk çalıĢmadır. 

Epitelyal mezenĢimal geçiĢte rolleri olan Trofoblast kök hücrelerinde gebelik 

durumunda AXL ekspresyonun yapıldığı ilk çalıĢmadır. 

Gebeliğe hazırlık aĢaması ve ilk gebelik dönemlerinde desidual hücrelerde gerçekleĢen 

desidualizasyonda görülen poliploidide MERTK reseptörünün rolü olabileceğini 

düĢündüren ilk çalıĢmadır. 

Kemik iliğindeki NK larda sitotoksik olmayan NK oluĢumunda TAM reseptör kinazların 

rolü biliniyordu. uNK‟ların oluĢmasında ve olgunlaĢmasında TAM reseptörlerinin 

rolüne yönelik iĢaretler gösteren ilk çalıĢmadır. 

Makale aĢamasına kadar vaka sayısı arttırılması çalıĢmanın güvenilirliğini arttırması 

açısından önemlidir. 

ÇalıĢmada maternal fetal kısımların çok net çizgilerle ayrılmasının imkansızlığından 

dolayı, Flowsitometri ile sorting yapılarak hücrelerin ayrılması ve her hücrede eksprese 
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olan reseptör ve ligandlarının kantitasyonunun yapılması, çalıĢmanın kalitesini arttırmak 

açısından çok önemlidir. 
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