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TESEKKUR

Basta hayatimdaki en anlamli varlik olan oglum Ege KONUK’a tesekkiir ediyorum.
Annesini devamli is yerinde beklemek eminim hi¢ kolay olmadi. Bu donemde yasinin
iistiinde gosterdigi olgunlugu, destegi, anlayisi, sevgisi ve bana gilic veren enerjisi i¢in

¢ok tesekkiir ederim.

Sevgili esim Atilla KONUK gece yarilarina kadar esinin is yerindeki yogun temposu
seni bunaltti. Bu siiregte gosterdigin anlayis ve destegin icin sana minnettarim. Varligin
her zaman benim igin biiyiik bir gii¢ oldu. Canim annem Aysel KIRIMLIOGLU bana en
¢ok ihtiyag duydugun donemdesin. Fakat her zamanki gibi yine sen bana destek
oluyorsun. Dualarinla sevgi dolu yiireginle hep destek oldun. Mezuniyetimi gorebilmen

ve seni gururlandirabilmek benim boynumun borcudur.

Saygideger hocam Prof. Dr. Necdet DEMIR yol géstericiliginizin yaninda bana olan
inanciniz, desteginiz ve moral olarak diistiigimde beni kaldirdiginiz, sadece tez

projemde degil kisisel gelisimimde de oynadiginiz rol i¢in size hep minnet duyacagim.

Akdeniz Universitesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali’nin tiim ¢alisanlarina, hem
egitim yasamima hem de kisisel gelisimime yaptiklar1 katkilar i¢in tesekkiir ederim.
Sevgili Aras.Gor. Seyma GONULDAS, Eda ORHAN, Feride QULIEVA ve goniillii
ogrencilerimiz Ergi KAYA, Medine DOGAN ve Cansin Linda YILMAZ gece giindiiz
caligmalarimi yaparken beni hi¢ yanliz birakmayip yanimda olduklari, motivasyonumu
kaybettigim anlarda pozitif enerjileriyle beni giiclendirmeyi basardiklar1 ve daha da
onemlisi desteklerinin yanisira gozlerinden hi¢ eksik olmayan “sevgi” i¢in ¢ok tesekkiir

ederim.

Doktora egitimim siirecinde 0grenciligim, is hayatim ve 6zel hayatimda es ve anne
olarak sorumluluklarimimn hepsini, ayn1 anda, miimkiin oldugunca diizgiin yiiritmeye
gayret gosterdim. Bu siiregte istemeden de olsa yapmis olabilecegim hatalarim igin
hayatimda yer alan herkesden 6ziir dilerim; gosterdiginiz sabir ve anlayis i¢in herkese

sonsuz tesekkiirler ederim.



OZET

Amag¢: RPL‘de immiinolojik, genetik ve hematolojik faktorlerin rol aldig: bilinmektedir.
RPL’nin %50’sini olusturan “sebebi agiklanamayan RPL”nin (URPL) etiyolojisi heniiz
tam olarak bilinmemektedir. Gebeligin devamliliginda immunolojik denge oldukga
onemlidir. Inflamasyon ve fagositoz, TAM reseptdr kinaz (TYRO3, AXL, MERTK) ve
ligandlar1 (GAS6 ve PROSI) araciligiyla diizenlenir. URPL’de, immiin mekanizmanin
dengelenmesinde normal gebelere gore faklilik olabilecegi disiincesiyle “URPL’de
TAM reseptor kinazlar ve ligandlarinin ekspresyon diizeyleri, koryon villus ve
desiduada normal gebeliklere gore faklilik gosterir” hipotezini olusturduk. Hipotezimizi
test etmek i¢cin URPL, Spontan gebelik kaybi yasamamis, istemli sonlandirilmis gebelik
(TP) ve normal kontrol endometrium (KE) orneklerinde TAM reseptor kinazlar ve
ligandlarinin, mRNA ve protein ekspresyonlarini karsilagtirarak URPL etiyolojisine

yaklagimda bulunmay1 amagladik.

Yontem: Gruplar (1) URPL (n:5), (2) TP (n:6) ve (3) KE gruplart (n:6) seklinde
olusturuldu. 1 ve 2. gruplarda desidua ve koryon villus materyalleri steriomikroskop
altinda ayrlldl.Omeklerin, AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS 1 diizeyleri

immiinohistokimya, immunoblot ve QPCR yontemleriyle analiz edildi.

Bulgular: Saglikli gebelikte, TAM reseptorlerinde artis, GAS6 ligandinda azalma
gozlenirken PROS1’de belirgin degisiklik belirlenmedi. URPL’de reseptor ve
ligandlarin ekspresyon diizeyi diger gruplara gore yiiksekti.

Sonu¢: TP ve URPL‘de TAM reseptorleri ve ligandlarinin desiduada ve koryon villusta
ekspresyon farkliliklar1  bulunmaktaydi. Bu reseptorlerin - gebelikte ligandlari
siirlandirilarak asir1 fagositotik aktiviteyi engelledigi ve immiin hiicreleri modiile
ederek, semiallogenik fetiis’iin reddini Onlemeye katki sagladigini diistinmekteyiz.
URPL’de reseptor ve ligand artislarindan, 6liime bagl fagositik aktiviteyi arttirdigi ve

inflamasyonu baskilayarak maternal doku hasarini 6nledigi sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Sebebi anlasilamayan tekrarlayan gebelik kaybi, AXL, MERTK,
TYRO3, GAS6, PROS1



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, GASS6,
PROS1
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TAM reseptor sinyal yollarini gésteren sematik ¢izim.

A. Reseptor dimerizasyonu ile aktive edilmis TAM proteinleri, Akt
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B. TiP1 interferon reseptorii (IFNAR) ile kompleks TAM reseptorii.
Dendritik hiicrelerdeki inflamatuar cevabin inhibisyonunda etkin

olan yolak

TP ve URPL grubu koryon 6rneklerinde AXL, MERTK,
TYRO3, GAS6, PROS1, CD68, CD11c, CD90, CK7

proteinlerinin immiinoreaktivitesi.

TP ve URPL gruplariin desiduasi ve Kontrol Endometriumda (KE)
AXL, MERTK,TYRO3, GAS6, PROS1, CD68, CD11c, CD90,

CKZ7 proteinlerinin immunoreaktivitesi.

KE (a), TP (b) ve URPL desiduasinda (c) AXL immunoreaktivitesi.

TP grubu koryon 6rneklerinde AXL immunoreaktivitesi.

URPL grubu koryon 6rneklerinde AXL immunoreaktivitesi.
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1. GIRIS

Insanlar, tiim gebeliklerin ortalama %12-15' inde spontan diisiikle karsilasmaktadir.
Kaybedilen bu gebeliklerin %30" u, implantasyondan 6. haftaya kadar gegen erken
donemde sonlanmaktadir(Nybo Andersen ve ark. 2000). Bu vakalarin %350' sinden
fazlasi, agikga tanimlanmis bir etiyolojiye sahip degildir(Stirrat 1990). Literatiirde,
tekrarlayan gebelik kaybinin (Recurrent Pregnancy Loss-RPL) onemli bir kisminin
bagisiklik etiyolojisi ile iliskili olabilecegi ifade edilmektedir. RPL' li kadinlarda gebelik
oncesi ve gebelik esnasinda izlenen abartili inflamatuar cevap ile karsilasildigi

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

Reseptor tirozin kinaz ailesinden olan TAM (TYRO-3, AXL, MERTK) reseptor
kinazlarin, hem fagositozda hem de inflamatuar ¢evrenin baskilanmasinda 6nemli role
sahip oldugu bildirilmektedir(Zagorska ve ark. 2014). Ancak, TAM reseptor kinazlarin
gebelik doneminde immiin toleranstaki rollerine iligskin yeterli bilgi bulunmamaktadir.
TAM reseptor kinazlarin inflamatuar ¢evrenin diizenlenmesinde oynadigi rol nedeniyle,
maternal genoma yabanci olan embriyonun, uterusa kabiilii ve immiin toleransinda etkili
olabileceginden yola ¢ikarak ¢alismamizi “Sebebi agiklanamayan tekrarlayan gebelik
kayiplarinda (Unexplained Reccurent Pregnancy Loss-URPL) TAM reseptor kinazlar ve
ligandlarinin ekspresyon diizeyleri, koryon villus ve desiduada normal gebeliklere gore

faklilik gdsterir” hipotezine dayandirdik.

Hipotezimizi test etmek i¢in, URPL’li hasta desiduasi ve koryon villus 6rneklerinde,
TAM reseptor kinazlar (TYRO-3, AXL, MERTK) ve reseptorlerinin (GAS6 ve PROS-
1) mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonlarini belirlemeyi ve normal gebelik durumu
ile karsilastirmay1 amacladik. Boylece URPL’li hasta desiduasinda ve koryon villusunda
TAM reseptor kinazlarin ve ligandlarinin ekspresyon diizeylerinde Onemli bir
degisikligin olup olmadigi, URPL goriilen kadinlarin bu agidan normal gebelere gore bir
Ozellik tasiy1p tasimadigi konusunda 6nemli bulgulara ulastik. Calismamizin sonucunda;
implantasyonun gerceklesmesi ve gebeligin devamliliginda 6nemli olan inflamatuar
cevrenin diizenlenmesinde, TAM reseptorlerinin diizeyleri ve rolleriyle ilgili yeni

bilgiler elde edilmistir. Calismamizin sonuglari, RPL' nin 6nlenmesi, yonetilmesi ve
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tedavisine yeni bakis acilart ve yaklagimlarin olusturulmasima katki saglayacagi

kanaatindeyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tekrarlayan Gebelik Kayiplar (RPL)

Spontan diisiik, tiim hamile kadinlar i¢in 6nemli bir kayiptir ve kadmlarin % 1' ni
etkilemektedir (Stirrat 1990). Spontan diisik yasama sikligi, saglik kurumuna
bagvurulmamis vakalar dikkate alindiginda, klinik olarak agiklanan oranlardan ¢ok daha
yiiksek olabilir. Tiim gebeliklerin, % 12-15' ine varan oranda spontan diisiikle
karsilasilmaktadir. Kaybedilen bu gebeliklerin %30" u implantasyon ve 6. hafta arasini
iceren erken donemde sonlanmaktadir. Maternal yas ve onceki diisiikler, sonraki
disiiklerin meydana gelme olasiligini arttirmaktadir (Nybo Andersen ve Wohlfahrt
2000). RPL yonetimi gilinlimiizde hentiz yeterli diizeyde ¢6ziilememis bir sorun olarak
durmaktadir. Bu vakalarin bir boliimiiniin nedenleri agiklanabilirken, %50' sinden fazlasi
acikca tanimlanmus bir etiyolojiye sahip degildir. Bu nedenle giiniimiizde RPL nedenleri
ve yonetimi en c¢ok tartisilan ve arastirilan konulardan birisidir. Klinikte {i¢ veya daha
fazla ardigik disiikler (Stirrat 1990), Amerika lireme tibb1 dernegi uygulama komitesine
gore de iki veya daha fazla tekrarlayan klinik gebelik kaybi1 (Practice Committee of the
American Society for Reproductive 2012) RPL olarak tanimlanmaktadir. iki ardisik
kayip sonrasi tekrar diisiik yapma olasiligr %17-25, ii¢ ardisik kayip sonrasi dérdiincii
diisiik yapma olasilig1 %25-46 arasinda oldugu hesaplanmistir. Ayrica anne yasi da diger
bir etkendir; anne yas1 arttik¢a risk daha da artmaktadir (Regan ve ark. 1989). Genel
populasyon ile kiyaslandiginda RPL’li kadinlarda subfertilite prevelansinin ve subfertil
ciftler arasinda da spontan kayiplarin frekansinin daha yiiksek oldugu belirlenmistir

(Coulam 1992).

Erken gebelik kayiplarmin yaklasik %50-60" 1 konseptusun kromozomal anomalisiyle
iliskilendirilmektedir. En yaygin anomali, kromozomal anomalili diisiiklerin %50’
sinden fazlasin1 olusturan otozomal trizomili anoploididir (Jeve ve Davies 2014).
Anotomik anomaliler de 6nemli RPL sebeplerinden birisini olusturmaktadir. Major
uterin anomaliye sahip olanlarin, RPL yasama olasilig1 %3,2-6,9 iken, kavisli uterusa
sahip olanlarin ihtimali %1-16,9 olarak hesplanmistir (Sugiura-Ogasawara ve ark. 2011).
Gardnerella vaginalis enfaksiyonuna bagli gelisen bakteriyel vajinozis de, erken dogum
ve ge¢ donem disiikler igin gii¢lii bir risk faktort olarak kabul edilmektedir (Leitich ve
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Kiss 2007). RPL riski olusturan diger bir faktor olarak hematolojik hastaliklar
gosterilmektedir. Kisinin kendi dokusuna karsi  olusturulmus antifosfolipit
otoantikorlarinin (aPL) varlig ile karakterize otoimmiin bir hastalik olan Antifosfolipid
Sendrom (APS), RPL sebepleri arasinda kabul edilmektedir (Yetman ve Kutteh 1996).
Kalitsal trombofili 6rnekleri olan antitrombin aktivitesi, Protein C aktivitesi, Protein S
dereceleri, Faktor V Leiden (F5) ve Protrombin G20210A (F2)'de RPL nedenleri
igerisinde ifade edilmektedir (Balszan-Kowalska 2002). Faktér V Leiden ve Protrombin
G20210A tekrar RPL’den ziyade 20. haftadan sonra O6lii dogumlarla daha ¢ok
iliskilendirilmektedir (Dizon-Townson ve ark. 2005, Silver ve ark. 2010). 5,10-
methylenetetrahydrofolate'm  5-methyltetrahydrofolate' a doniisiimiinii  katalizleyen
anahtar enzim olan MTHFR (EC 1.5.1.20) 'nin geninde meydana gelen polimorfizm,
hiperhomosistinemi ile iliskilendirilmistir. Hiperhomosistineminin de RPL i¢in bir risk
faktorii oldugu diistintilmektedir (Steegers-Theunissen ve ark. 1992, Nelen ve ark.
2000). RPL'li kadinlar arasinda Polikistik Over Sendromu (PCOS) prevelansinin %40
oldugu hesaplanmstir (Liddell ve ark. 1997). PCOS'lu ve PCOS'suz kadinlar arasinda
goriilen bazal LH'm asir1 salgilanmasi da RPL nedenleri arasinda gosterilmektedir (Rali
ve ark. 2000). Diyabette insiilin direncinin de RPL'ye neden oldugu bildirilmektedir
(Chakraborty ve ark. 2013). Luteal faz defektleri, diabetus mellitus, tiroid hastaliklar1 ve
sperm DNA fragmentasyonu artis1 da RPL etkenleri arasindadir (Jeve ve Davies 2014).

RPL’nin 6nemli bir kisminin bagisiklik etiyolojisi ile iligkili oldugu ifade edilmektedir
(Saito ve Nakashima 2011). uNK (Uterin Natural Killer)' lar ve pNK (Periferal Natural
Killer)' larin iireme yetersizligi ile iligkisi bulunmus olup, endometriyumda immiin
kompenent hale gelen NK hiicrelerinin anormal fonksiyon gdstermesi de RPL nedenleri
icerisinde gosterilmektedir (Russell ve ark. 2011). immiinolojik orjinli oldugu diisiiniilen
nadir goriilen plasental patolojilerden kronik histiyositik intervillozitin lireme kaybi ile
iliskili oldu rapor edilmistir (Reus ve ark. 2013). RPL' li kadinlarda hamilelikten once ve
hamilelik esnasinda izlenen abartili inflamatuvar yamitin, fetal antijenler ile oto
antijenler arasindaki toleransin kirildigina isaret ettigi sdylenmektedir (Christiansen
2013).



2.2. Blastokist Aktivasyonu, Uterus Reseptivitesi ve Implantasyon

Fertilizasyon ovulasyondan sonraki 24 ila 48 saat igerisinde fallop tiiplerinde
gerceklesir. Olusan zigot, mitotik bolinmeler gegirerek fertilizasyondan sonra yaklasik
3. giinde uterus liimenine girer. Bu gecis asamasinda embriyo hiicresel degisim
gostererek, ileride plasentayr olusturacak ekstraembriyonik yapi olan trofoblast ve
embriyoyu olusturacak i¢ hiicre kitlesine farklilasarak blastokist yapisini kazanir. Uterus
limenine giren blastokist 72 saat igerisinde ZP’dan (Zona pellucida) kurtulur.
Fertilizasyondan 6-7 giin sonra blastokistin uterus epitelini gecerek endometriuma
implantasyonu goriiliir. Blastokistin basarili implantasyonu, uterus limenine ulagsmadan
ve ulastiktan sonra gegirdigi degisimlere baghdir. Blastokistin ZP’dan kurtulmasindan
sonra trofoektodermal hiicreler, uterin sivida bulunan biiylime faktorleri ve diger
coziilebilir biyoaktif molekiiller aracilig1 ile parakrin sinyallere erisilebilir hale gelirler
(Armant 2005, Wang ve Dey 2006, Cockburn ve Rossant 2010, Modi ve ark. 2012,
Christiansen 2013).

Blastocyst activation

Sekil 2.1. Reseptivite i¢in blastokist aktivasyonu ve Uterinal epitelin hazirlanmasinda etkili
sinyallesmeler (Zhang ve ark. 2013)
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Sekil 2.2. Embriyo implantasyonunu diizenleyen sinyal agi (Zhang ve Lin 2013)

Embriyo kaynakli sinyaller hem uterusu hem de iireme organlarini etkilemektedir.
Blastokist aktivasyonu sirasinda, Hbegf geni, belirgin bir sekilde upregiile olur. Bu gen
HB-EGF (heparin-binding EGF-like growth factor) proteinin genidir. Hbegf geni farede
blastokistin tutunmasindan yaklasik 6 saat once blastokistin apozisyon bolgesindeki
luminal epitelde eksprese edilir. HB-EGF reseptorlerinin (Erbl ve 4) ekspresyonu ve
ligand baglama aktivitesi artig1 implantasyon igin yeterli olgunluga ulasmis balstokistte
gozlenir. HB-EGF proteini ile 1slatilmis "Blastocyst Size Affi-Gel bead" lerin yalanci
gebelik olusturulmus canliya intraluminal olarak transfer edildigi calismada, beadlerin
cevresindeki uterus hiicrelerinde Hbegf gen ekspresyonunun uyarildigr belirlenmistir.
Ayn1 caligmada vaskiiler permabilitenin, normal blastosist tarafindan uyarilmis
fizyolojik degisimlere benzer sekilde arttig1 da belirlenmistir. Bu siiregte embriyoya HB-
EGF tarafindan sinyalin geri gonderildigi ve bdylece, tutunma ve invazyon esnasinda
adhezif fonksiyonlar i¢in gerekli olan trofoblast farklilagmasmin uyarildig:r iddia
edilmektedir. HB-EGF'nin, parakrin ve juktakrin sinyallesme yoluyla implante olacak

blastokist ve uterus arasinda otomatik uyarici dongiiyii yiiriittigli distiniilmektedir.



Reseptif endometriyumda HB-EGF yiiksek derecede eksprese edilirken, reseptorii olan
ErbB4' de, periimplantasyon blastokistinin trofoektoderm yiizeyinde yer almaktadir.
Insanda HB-EGF-ErbB4 sinyalinin implantasyon esnasinda trofoektoderm-uterus epiteli
etkilesimine aract oldugu ve HB-EGF' nin insanda  gebeligin ilk trimesterinde
plasentasyon esnasinda, trofoblastin gelisimi ve yasamini slirdiirmesinde diizenleyici rol

oynadigi belirlenmistir (Sekil 2.1) (Zhang ve Lin 2013).

Normal implantasyon igin blastokistle uterus arasinda karsilikli konusma oldukca
onemlidir. iImplantasyon basarisinda, blastokistin aktive olup implantasyon i¢in yeterli
seviyeye gelmesiyle birlikte, endometriumun reseptif duruma gelmesi de gerekmektedir.
Bu iki durumun gerceklesmesi ovaryan Ostrojen ve progesteron gibi maternal
hormonlarla diizenlenir. Molekiiler ve genetik kanitlar gosterimistirki; ovaryan
hormanlar fonksiyonlarini kompleks implantasyon islemine spesifik bir takim sinyal
molekiilleri (lokal olarak {iretilmis sitokinler, biiyiime hormonlari, homeobox
transkripsiyon faktorleri, lipit mediatorleri ve morfogen genler) ile birlikte otokrin,
parakrin ve juktakrin etkilesimler araciligi ile gostermektedir (Sekil 2.2). Ovulasyon
doneminde yiiksek Ostrojen pikinden kisa bir siire sonra progesteron artisi
gerceklesmektedir. Fertilizasyonun basarilt bir sekilde gergeklesmesi durumunda
farelerde 4. giinde Ostrojenin kiigiik bir dalgalanmasi, progesterona yardimci olarak
uterus reseptivitesine katkida bulunur. Insanlarda ve primatlarda ise blastokist-uterus
etkilesimi i¢in ovaryan Ostrojenin gerekli olup olmadigi halen net degildir (Zhang ve Lin
2013). Periimplantasyon periyodu igerisinde bazi major sitokin ve biiyiime faktorleri de
salgilanmaktadir. Bunlardan LIF, interleukin (IL)-6, IL-11, IL-1, IL-15, IL-8, HGF,
IGF, EGF, IFN-a, IFN-y ve TGF-f siiper ailesinin sitokinleri, trofoblast fonksiyonunu
etkileyerek, basarili gebeligin gergeklestirilmesinde 6énemli rol oynamaktadirlar (Suman
ve ark. 2013).

Blastokist ZP* dan kurtulduktan sonra uterus lumen epiteli ile etkilesime girerek burada
bulunan HB-EGF gibi biiyiime faktoriiyle trofoblastlarda integrin osp;" in ekspresyonunu
uyaran juktakrin sinyallesmeye olanak saglar. Bu sinyallesme blastokiste ekstraseliiler
matrikste bulunan fibronektin ile baglanti yapmak igin yeterlilik kazandirir.

Endometriyal hiicreler ve trofoblast hiicreleri arasindaki bu c¢apraz sinyallesme,



blastokistin endometriyuma daha saglam tutunmasini saglar. Endometrium, baslangicta
endometrial liiminal epitele blastokistin tutunmasina yardim eder. Tutunmus blastokistin
trofoblastlari, prolifere olarak farklilasir ve boylelikle fonksiyonel plasentayi
olusturmaya baslarlar. Blastokistin maternal endometriuma yapismasi tutunmayi
saglarken bir yandan da trofoblastlarin dis sinsisyotrofoblast (STB) ve i¢ sitotrofoblast
(CTB) tabakalarina farklilagsmasini tetikler (Armant 2005). STB' lar bu sirada bazi litik
enzimleri salgilayarak desidual ekstraselliiler matriksin (ECM) degrede olmasinm
(yikilmasini) saglarken, endometriyal hiicrelerin apoptozunu tetikleyen bir takim
faktorler de salgilarlar. Bu sekilde, STB' lar endometriyal epitel arasindan bazal lamina
bariyerini asip, desidualizasyon gegiren endometriyum stromasi igerisine blastokistin
yerlesmesine onciiliik eder. ilave olarak STB' lar fetal ve maternal metabolizmanin
diizenlenmesi i¢in gerekli olan proteinler, steroid hormonlar, biiylime faktorleri ve diger
substratlarin sentezi ve salgilanmasi, maternal ve fetal sirkiilasyon arasinda substratlar,
gazlar ve diger faktorlerin degisimi gibi bir¢ok islevi de yiiriitiir. Bu sayede erken
implantasyon olaylar siireci fertilizasyonun ikinci haftasinin sonunda biter (Modi ve
Godbole 2012, Soares ve ark. 2012, Zhang ve Lin 2013). Bu asamadan sonra CTB' lar
daha siki hiicre gruplar1 olusturmak iizere hizla proliferasyona gider ve trofoblastlarin
daha invazif formu olan ekstra villoz trofoblastlara (EVT) farklilasirlar. EVT' ler ya
Nitabuch tabakasi igerisindeki koryonik villusa demirlemek, yada endometriyal
desiduanin derinlerine infiltre olmak i¢in ¢ogalirlar. invazif trofoblast hiicreleri maternal
spiral arterlere ulasir ve var olan endotelyal tabakaya katilarak endovaskiiler

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

2.3. Desidual immiin Hiicreler

Hamilelik, maternal immiin sistem i¢in gebelik siireci boyunca belirgin bir sorun
olusturur. Insanda maternal immiin sistem semi allogenik fetusu 9 ay boyunca tolere
etmek zorundadir. Bu olguya ilk olarak 1950' lerde Peter Medawar tarafindan dikkat
cekilmistir (Medawar 1948). Medawar, genetik olarak farkli bireyler arasinda deri graft
rejeksiyonu tiizerine c¢alisirken, bu immiinolojik c¢eliskiyi fark ederek bu olguyu
destekleyecek li¢ faktdr Onermistir: 1-Anne ve fetus arasindaki anatomik ayrim, 2-
Fetiisun antijenik 6zelliginin azalmis olmasi, 3- Maternal immiin sistemin immiinolojik

durgunlugu. Bu oOneriler gebelik immiinolojisi ile ilgili aragtirmalarin Oniinii agmistir.
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Bugiin ¢ok iyi bilinmektedir ki; fetal hiicreler maternal immiin sistemden biiyiik 6l¢iide
Klasik MHC Sinif 1 (HLA-C disinda) ve MHC Smif 2 molekiilleri bulunmayan zayif
antijeniteye sahip fetal EVT hiicreler ile ayrilmaktadir. Bununla birlikte fetal maternal
mikrokimerizm, insan hamileligi sirasinda maternal serumda anti-fetal HLA
antikorlariin  bulunmasiyla kanitlanmis bir durumdur. ilave olarak fetal hiicreler
tarafindan sunulan fetal antijenler, direkt sunulmayip fetal-maternal yiizde maternal
antijen sunan hiicreler tarafindan islendikten sonra sunulmaktadir. Maternal immiin
sistemin ¢esitli alt tipleri gebe uterusunun fetal-maternal yiizdeki miilk6z membrani olan

desiduada bulunur (Hsu ve Nanan 2014).

Gebeligin ilk trimesterinde desidua yogun 16kosit igerir. Bu immiin havuz ilk trimesterin
sonuna kadar yogun olarak, NK hiicrelerden, makrofajlardan (Mph) ve bir kag T
hiicresinden olusur. Lokositlerin yaklagik %70' ini olusturan desiduanin NK hiicreleri
(ANK) CD162 CD56"""™ vyiizey isaretleyicilerine sahiptir ve kan NK hiicrelerinden
farklidir (Bulmer ve ark. 2010).

Insanda desidual makrofajlar (dMph) ile dNK' nin iliskisi Regulatuar T hiicrelerinin
uyarimi ile sonuglanir ve feto-maternal toleransda temel role sahiptir. dNK hiicreleri,
salgiladiklar1 sitokin, kemokin ve anjiogenez diizenleyici faktorlerin etkisiyle trofoblast
invazyonu ve vaskiiler yeniden sekillenmeyi kontrol etmektedir (Wallace ve ark. 2012).
Invaze olmus trofoblast hiicreleri kemokin sekresyonu ile desiduaya CD56™MINK

hiicrelerini ¢agirirlar (Hanna ve ark. 2003).

Desiduadaki ikincil 16kosit popiilasyonu, desidual lokositlerin % 20-30"' nu olusturan
dMph' lardir. dMph' lar alternatif aktivasyon markerlar1 eksprese ederek hem
endometriumun yeniden sekillenmesine hem de konseptusun kabulii i¢in gerekli immiin
toleransi olan ortamin saglanmasina katkida bulunur (Svensson ve ark. 2011). dMph' ler
immiin modiilator molekiiller salgilarken (Nagamatsu ve Schust 2010) ayni zamanda
invazif EVT’ ler HLA-G igin inhibitor HLA-G reseptorleri LILRB1 ve LILRB2
eksprese ederler. Ayrica dMph' lar apoptotik trofoblast hiicrelerin temizlenmesinde de
onemli rol oynamaktadirlar. Trofoblast hiicreleri tarafindan salgilanan sitokinler yoluyla
etki edilen dMph' larin, erken hamilelik donemi desiduasinda, EVT’ lerin hemen
yakinindaki bezler ve spiral arterlerin civarinda yer aldigi da bilinmektedir (Bulmer ve
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Williams 2010, Nagamatsu ve Schust 2010, Svensson ve Jenmalm 2011, Wallace ve
Fraser 2012, Helige ve ark. 2014).

2.4, TAM (TYRO3, AXL, MERTK) Reseptor Kinaz Ailesi

Homeostaz ve inflamasyon uzun yillar boyunca farkli iki olgu iken, zaman iginde
birbirleriyle yakin iliskide oldugu anlasilmistir. Homeostazi etkileyen molekiillerin,
inflamasyonu da etkiledigi, yada tam zit etkiler gosterdigi glinlimiizde bilinmektedir.
Reseptor Tirozin Kinaz ailesinden olan TAM reseptorleri (Robinson ve ark. 2000) ilk
1991 yilinda klonlanmis, 1995 yilina kadar da orfan reseptorler olarak kalmistir (Lai ve
Lemke 1991). Hemen ardindan ligandlar1 olan Protein S (PROS 1) ve Growth arrest-
specific 6 (GAS6) tanimland1 (Stitt ve ark. 1995, Nagata ve ark. 1996). TAM reseptor
kinaz ailesinin iiyeleri, TYRO3 ( Brt, Dtk, Etk-2, Rek, Rse, Sky, ve Tif), AXL ( Ark,
Tyro7, ve Ufo) ve MERTK ( c-Eyk, Mertk, Nyk, ve Tyrol2) den olusmaktadir. TAM
reseptorleri hiicre dis1 alanlarinda arka arkaya bulunan iki immiinglobulin benzeri
domain ve iki fibronektin tip III tekrarlarimi igerir (Sekil 2.3). Ligand baglandigi zaman

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

Apoptotic cell
PR outer segment

iy
virus envelope W
gy w\%‘m‘w
o e
Phosphatidylserine domain rcarboxylation)
EGF
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inner leaflet of membrane)

domains TAM ligands
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domain

Tyro3 Protein §
(Brt, Dk, Rse, Sky, Tif)
Ax

(Ark, Tyro7, Ulo)
Mer
(Eyk, Nyk, Tyro12)

g T —

Tyrosine Dendritic cell
kinase macrophage
domain RPE cell

target cell for infection

Sekil 2.3. TAM reseptorleri ve ligandlar (Lemke 2013)

Son yillarda TAM reseptorlerinin bir kag¢ sinyal fonksiyonu tanimlanmistir. Bunlar
arasinda hiicre biiyiimesi ve proliferasyonun uyarimi, apoptozun inhibisyonu (Nakano ve

ark. 1995, Goruppi ve ark. 1996), efferositozis'e aracilik yapmak (Anderson ve ark.
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2003), homeostazisi uyarmak (Angelillo-Scherrer ve ark. 2005) ve inflamasyonu modiile
etmek (Camenisch ve ark. 1999) sayilabilir (Sekil 2.4).

TAM reseptorleri, GAS6 tarafindan aktive edildigi zaman platalet stabilizasyonunu
kolaylastirarak hemostazi uyarir (Angelillo-Scherrer ve Burnier 2005). Diger ligandi
PROS 1, TAM reseptorlerinden bagimsiz, hemostaz iizerinde inhibitor etkiye sahiptir
(Walker 1980, Heeb ve ark. 1994). TAM reseptorleri aktivasyonunun, Toll like reseptor
sinyalini inhibe ettigi, fagositozu ve NK hiicre gelisimini uyardigi bulunmustur. Ayrica
bu aktivasyonun otoimmiinitenin Onlenmesinde rol oynayabilecegi hakkinda

spekiilasyonlar da bulunmaktadir (van der Meer ve ark. 2014).

Son yillarda yapilan calismalarda TAM reseptor kinazlarin hem fagositozda hem de
inflamatuvar ¢evrenin baskilanmasinda olduk¢a Onemli role sahip oldugu
bildirilmektedir. AXL, MERTK ve TYRO3 reseptorlerinden olusan TAM reseptor kinaz
ailesi lyelerinin makrofajlar, dendritik hiicreler (DC) ve endotel hiicrelerinde eksprese

edildigi gosterilmistir (Zagorska ve Traves 2014).
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Sekil 2.4. TAM reseptor sinyal yollarini1 gosteren sematik ¢izim. A. Reseptdr dimerizasyonu ile aktive
edilmis TAM proteinleri Akt fosforilasyonu ve aktivasyonu ile klasik Reseptor kinaz sinyal yolaginin
calismasi, TAM tarafindan hiicre sag kaliminin diizenlenmesi ve apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan
alinmasi icin gereken aktin sitoskeletonunu harekete gegirilmektedir. B. TIP1 Interferon reseptorii
(IFNAR) ile kompleks TAM reseptoril. Dendritik hiicrelerdeki inflamatuar cevabin inhibisyonunda etkin
olan yolak (Lemke 2013).

Patojen uyarisinin olmadigi durumda, inflamasyonun baskilanmasinda etkin olan AXL
reseptOriiniin dendritik hiicrelerde 6nemli rol oynadigi, kararli durum ve toleransda daha
baskin oldugu bilinen MERTK ekspresyonun ise, makrofajlarda daha fazla oldugu
caligmalarda gosterilmistir (Zagorska ve Traves 2014).

AXL' nin aktivasyonu i¢in GAS6' nin varliginin ve birlikte yiizey ekspresyonun gerekli
oldugu daha onceki ¢alismalarda gosterilmistir. GAS6' nin bir ¢ok dokuda protein
rezervuarinin korunmast AXL' 1n yiizey ekspresyonuna baglidir. AXL ligandi GAS 6'
nin, AXL ve PtdSer (Phosphatidylserine) arasinda koprii olugturup aktivasyonu sagladigi
ve aktivasyon sonrasinda AXL' in boliinerek Solubl AXL-GAS6' y1 olusturdugu daha

onceki ¢alismalarda gosterilmistir (Zagorska ve Traves 2014).
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Idiyopatik RPL' de AXL ligandi GAS6' nin plasma seviyelerinin arttigi bilinmektedir
(Eroglu ve ark. 2014). Preeklemsili olgularda plazmada solubl AXL konsantrasyonunun
arttigi, bu artisin sistolik kan basincin1 ve proteiniiriyi etkiliyor olabilecegi One
strilmistir (Liu ve ark. 2014). Preeklemsili hasta grubunda ayni zamanda plazma
GASG6 konsantrasyonunda da belirgin artis oldugu bilinmektedir (Stepan ve ark. 2013).
GAS6 umblikal kord plazma seviyelerinin ITUGR (Intrauterine growth restriction)' li

fetiislerde yiiksek oldugu gosterilmistir (Lindqvist ve ark. 2010).

Inflamatuar ¢evre, makrofajlarin yiizeyinde bulunan AXL ekspresyonunu daha da
yiikseltirken MERTK ekspresyonunu inhibe etmektedir. Progesteron, Dexametazon,
hidrokortizon ve aldesteron gibi steroidlerin varliginda MERTK ekspresyonu
artmaktadir (Zagorska ve Traves 2014). implantasyon déneminde Korpus Luteumdan
salgilanan progesteronun, makrofajlarin yiizeyinde yer alan MERTK ekspresyonunu
arttirabilecegini akla getirmektedir. Bu durumda, implantasyon aninda, semi allogenik
fetusa karsi kararli durum ve toleransin olusmasinda MERTK ekspresyonun roliinun

bulunup bulunmadig1 sorusu 6nem kazanmaktadir.

Tipl interferonlarin araciligiyla AXL uyarimi Twist ekspresyonunun artmasina ve Twist
araciligiyla da TNF alfa ekspresyonun inhibisyonuna yol agmaktadir (Zagorska ve
Traves 2014). Implantasyon anmnda TNF alfa gibi proinflamatuvar sitokinlerin

baskilanmasi, AXL ekspresyonunda ki olas1 artistan kaynaklaniyor olabilir mi?

Ligand varliginda apoptotik hiicrelerin ¢evresinde AXL ve MERTK lokalize olurken,
ligand yoklugunda lokalizasyon izlenmemektedir. Bu durum ligand varliginda AXL ve
MERTK iceren makrofajlarin apoptotik hiicreyi sararak fagositoza basladigini
diistindiirmektedir. Dexametazon uygulamasi apoptotik hiicrelerin makrofajlarca
fagositozunu arttirmaktadir. Progesteron uygulamasi in vitro kosullarda kemik iligi
kokenli makrofajlarda MERTK ekspresyonunu upregiile etmistir. Bu iki durum da,
makrofajlarin yiizeyindeki MERTK ekspresyonunun artisina bagli olarak apoptotik

hiicrelerin fagosite edilmesini agiklamaktadir (Zagorska ve Traves 2014).

Mevciit literatlir sonuglarindan elde ettigimiz bilgilere gore idiyopatik gebelik

kayiplarinda maternal serumda AXL ligandi GAS6' nin seviyesi artmaktadir. Diger
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yandan preeklemtik olgularda periferal kanda solubl AXL ekspresyonunda artis
gozlenmesi, muhtemelen AXL reseptoriiniin  GAS6 ligandiyla olan aktivasyonu
sonucunda olusmaktadir. Litaratiirde normal gebeliklerde desiduada AXL' i gen
diizeyinde ekspresyonunun varligi gosterilmis olmasmna ragmen RPL' de TAM
reseptorlerinin ekspresyon diizeyleri hakkinda bilgi bulunmamaktadir. Ayrica fagositik
ozellikte olan trofoblastlarda ekspresyonunun olup olmadigi da acik degildir. Ilk
trimesterde TAM reseptorlerinin desiduada bulunan hiicrelerde ve koryonik villusta
kendi ligandlarina bagimli olarak aktivitelerinde farkliligin olup olmadigi net olarak
bilinmemektedir. Bu trimesterde goriilen RPL' nin etyolojisinde TAM reseptorlerinin
rolii olup olmadigiyla ile ilgili herhangi bir arastirma sonucu da literatiirde

bulunamamustir.

Tiim bu veriler bize; TAM reseptor kinazlarin URPL' lerde tolerogenik fonksiyondan
sorumlu MERTK reseptorii ve ligandi PROS 1' in  ekspresyonunun diismiis,
inflamasyonun baskilanmasindan sorumlu AXL reseptorii ve ligandi GAS6' nin
ekspresyonunun da artmig olacaginmi diisiindiirdii. Hipotezimizi test etmek i¢in, URPL
hasta desiduas1 ve koryon villus Orneklerinde, TAM reseptor kinazlarin mRNA ve
protein ekspresyon diizeylerini belirlemeyi ve normal gebelik durumu ile karsilastirmay:
amacladik. Boylece URPL hasta desiduasinda ve koryon villusunda TAM reseptor
kinazlarin ve ligandlarinin ekspresyon diizeyleri ile ilgili sorularimiza yanit aradik.
Dolayisiyla implantasyonun gerceklesmesi ve gebeligin devamliliginda 6nemli olan
inflamatuar ¢evrenin diizenlenmesinde, TAM reseptorlerinin rolleriyle ilgili yeni ipuglari
elde ettik. Calismamizin sonuglari, RPL' nin 6nlenmesi ve tedavisine yeni bakis agilari

ve yaklasimlarin olusturulmasina katki saglayacagi kanaatindeyiz.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Orneklerin Elde Edilmesi

Ornekler, Akdeniz Universitesi T1ip Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Anabilim
Dali’'na bagvuran hastalarin kiiretaj materyallerinden elde edildi. Tiim hasta ve
goniillillerden yazili onam formu alindi. Hem istemli sonlandirilan hem de URPL
yasayan ilk trimester (6-12 hafta) gebeliklerden (her gruptan 6 adet hasta) elde edilmis
desidua ve koryon villus o6rnekleri toplandi. Kiirtaj materyalinde derin kazima ile
interstisyal trofoblastik invazyonunda dahil oldugu bazal plak ve plasental yataktan
maternal doku 6rnekleri elde edildi. Operasyon sonrasi 6rnekler buz iistiinde tutularak

hizla laboratuvara ulastirildi.

Calisma ti¢ grup seklinde planlanarak gergeklestirildi.
Gruplar;

1-URPL grubu (n:5)

2- TP (Terminated Pregnancy) grubu; Herhangi bir spontan gebelik kaybi yagamamus,

istemli sonlandirilmis gebelik grubu (n:6)

3- KE (Kontrol Endometrium) grubu; Saglikli bireylerden alinan endometrium biyopsisi
grubu (n:6)

3.2. Parametreler:
e TP ve URPL gruplarindan elde edilen koryon villus, desidua érneklerinde ve KE
grubu orneklerinde AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS1 proteinlerinin
varlifi ve lokalizasyonlar1, 151k mikroskopi diizeyinde immunohistokimyasal

olarak incelenmistir.

e TP ve URPL gruplardan elde edilen koryon villus ve desidua Ornekleri
lizatlarinda ve KE Ornekleri lizatlarinda AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1

ve B aktin protein diizeyleri Western Blot analizi ile incelenmistir.
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e TP ve URPL gruplardan elde edilen koryon villus ve desidua orneklerinde ve
KE ornekleri lizatlarinda AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1 ve GAPDH
mRNA ekspresyon diizeyleri Real Time PCR ile tespit edilmistir.

3.3. Dokularin Toplanmasi ve Rutin Parafin Takibi

Kiiretaj ve biyopsi materyali 50 ug/ml gentamicin eklenmis serum fizyolojikle yikanip,
steriomikroskop altinda diseke edilerek koryon villus ve desidua ornekleri ayrildi. Her
iki drnegin ayr1 ayri, 151k mikroskobi icin takibi yapilarak bloklandi. Ornekler, %10 luk
formaldehit soliisyonunda fikse edildi. Cesme suyunda yapilan yikamayi takiben (3 saat)
dehidratasyon icin artan etanol serilerinden (%70, %80, %90 ve %100’ lik etanol)
gecirildi. %70, %80 ve %90’lik etanolde birer giin bekletilen 6rnekler, %100’ liik
etanolde ise 3 saat tutuldu. Dehidratasyon isleminden sonra, ksilol uygulamasi ile
dokunun seffaflastiriimasi gergeklestirildi. Seffaflastirma, ksilol I’de 3 dakika, ksilol
II’de 3 dakika ve ksilol III’de ise 3 dakika siirelerde gerceklestirildi. Seffaflastirmadan
sonra parafinizasyon islemi yapildi. Parafin I, parafin Il ve parafin III asamalarinda,
birer saat 60°C’lik etiivde tutulduktan sonra, drnekler fitre edimis temiz parafin icine
uygun oryantasyonda gomiildii. Bloklardan rotari mikrotom kullanilarak 5-7pum

kalinliginda seri kesitler elektrostatik olarak (+) yiikle yiiklii lamlara alindi.

3.4. immunohistokimyasal Boyanma

Deney gruplarindan alinan orneklerin parafin kesitlerinde AXL, MERTK, TYRO3,
PROS 1 ve GAS6 proteinleri icin immunohistokimyasal boyama gerceklestirildi.
Boylece her ii¢c deney grubunun hem desiduasinda hem de koryon villusunda bu

proteinlerin lokalizasyonlar1 ve ekspresyon seviyeleri degerlendirildi.

Kullanilan Soliisvonlar

» PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz Soliisyonu):
e 7.2 gr Na2HP04.12H20 (Merck)
o 0.8 gr KH2P04 (Merck)
e 16 gr NaCl (Merck)
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Yukaridaki kimyasallar 2 litre distile su igerisinde c¢ozildi ve 2N NaOH ile

pH’s1 7.4 olacak sekilde ayarlandi.

>

>

Sitrat Tamponu
e 2.1 grsitrik asit
e 900 ml distile su

900 ml distile suda sitrik asit ¢6ziildiikten sonra pH 6’ya ayarlandi.

%3’ lilk H202 Soliisyonu:

63 ml Metanol (#1.06008.2500; Merck) ve 7 ml %35 H202 (18312, Sigma Aldrich)
eklenerek alliminyum folyoya saril sale igerisinde hazirlandi.

>

Bloklama  Soliisyonu: Ultra VvV  Block (#TA-125-UB;  Thermo
Scientific/LabVision)

Antikor Diliient Soliisyonu: 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 Soliisyonu: Entellan (#1.07961.0100; Merck)

Preperatlar, 60°C’ lik etiivde 1 saat bekletilerek kesitteki dokularin lam yiizeyine
iyi bir sekilde yayilmasi ve yapigsmasi saglandi.

Daha sonra, preperatlar 10’ ar dakika ksilol I ve ksilol II asamalarindan gegirildi.
Preperatlar, azalan alkol serilerinde (%100, %90, %80, %70 etanolde) 1x5
dakika bekletildi. Son olarak preperatlar, 5 dakika distile suda birakildi.
Antijenik bolgelerin agilmasi icin, preperatlar 0.01 M sitrat tamponu i¢inde 665
watt’a ayarli mikrodalgada 2x8 dakika kaynatildi.

Preperatlar, sogumasi i¢in sitrat tamponu i¢inde 25 dakika oda sicakliginda
bekletildi.
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Siire sonunda, preperattaki kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle cizilip, distile
suya alind1 ve 2x10 dakika bekletildi.

Daha sonra preperatlar, metanol i¢inde hazirlanan %3’ liikk H,O; icinde 25 dakika
oda 1s1sinda bekletilerek, endojen peroksidaz aktivitesi bloklandi.

Bloklama sonrasinda preperatlar, 1X PBS i¢inde 2x5 dakika yikandi.

Yikama sonrasi, preperatlar sekonder antikorun 6zgiil olmayan baglanmalarini
onlemek i¢cin UV bloklama solusyonunda 5 dakika inkiibe edildi.

Bloklama sonrasi preperatlar, yikama yapilmadan tizerindeki UV bloklama
solusyonu dokiiliip, primer antikorlar (Tablo 3.1) mikropipetle kesitlerin tizerine
damlatildi. Rabbit anti-AXL poliklonal, rabbit anti-MERTK poliklonal, rabbit
anti-TYRO3 poliklonal, rabbit anti-GAS6 poliklonal ve rabbit anti-PROS 1
poliklonal primer antikorlar1 Tablo-3.1°de belirtilen dilusyonlarda UV block
icinde hazirlandi. Primer antikor damlatilan preperatlar, gece boyu +4°C de
inkiibe edildi. Her immunohistokimya boyamasinda kesitlerden birisi negatif
kontrol i¢in kullanildi. Bu nedenle kesit iizerine, primer antikor yerine 1X PBS
damlatildi. Caligmada kullanilan antikorlar ve diliisyon oranlar1 Tablo-1’de

gosterilmistir.

Stire sonunda, preperatlarin lizerindeki primer antikor damlalar dokiilerek, 1X
PBS’de 2x10 dakika yikandi. Daha sonra kesitlerin {izerine sekonder antikordan
tiretici firmanin 6nerdigi diliisyon oraninda 1X PBS’ te hazirlanip damlatildi ve
preperatlar oda 1s1sinda 30 dakika inkiibe edildi.

Preperatlar, sekonder antikor asamasindan sonra 1X PBS icinde 2x15 dakika
yikandi.

Preperatlar streptoavidin solusyonunda 20 dakika oda 1s1sinda bekletildi.

1X PBS i¢inde 2x15 dakika yikandi.

Yikama sonrasinda kesitlerin tizerine DAB (diaminobenzidine) damlatildi ve
reaksiyon gelisimi 151k mikroskobunda kontrol edildi. Reaksiyon gelisimi yeterli
diizeye ulastiginda, preperatlar 1X PBS i¢ine alinarak reaksiyon durduruldu.

Son olarak preperatlar, artan alkol serilerinde dehidrate edildi ve ksilolden
gecirildikten sonra entellan kullanilarak lamelle kapatildi. Kapatilan preperatlar

151k mikroskobunda incelenerek analiz edildi. Analiz sonucunda; Desidua
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hiicrelerinde ve koryon villusta, AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS 1

proteinlerinin lokalizasyonlar1 ve ekspresyon diizeyleri belirlendi.

Tablo 3.1. immunohistokimyasal analizlerde kullanilan primer antikorlar ve diliisyon oranlari.

Primer Antikor Katalog Diliisyon Sekonder Antikor
Numarasi
Cell Signalling | 1:100 # BA- 1000 Vector
AXL
C89E7 Laboratories
Abcam-ab52968 1:500 # BA- 1000 Vector
MERTK )
Laboratories
Abcam-ab79778 1:500 # BA- 1000 Vector
TYRO3 .
Laboratories
Abcam-ab136249 | 1:50 # BA- 1000 Vector
GAS6 )
Laboratories
Thermo-PA5- 1:40 # BA- 1000 Vector
PROS1
22022 Laboratories
Thermo-MA1- 1:40 # BA- 9200 Vector
CD68 .
80133 Laboratories
Thermo- MA1- | 1:40 # BA- 9200 Vector
CD11c
46052 Laboratories
Thermo- MA1- | 1:40 # BA- 9200 Vector
CD90 .
81930 Laboratories
CK7 Dako- Code 1S619 | Direkt kullanim # BA- 9200 Vector
Laboratories

3.5. Western- Blot Analizi
Deney gruplarina ait desidua ve koryon villus 6rneklerinde AXL, MERTK, TYRO3,

GASG6, PROS 1 proteinlerinin semi kantitatif degerlendirilmesi i¢in Western-Blot analizi

yapilmistir.
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Kullanilan Soliisvonlar

Lizis tampon soliisyonu:

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

7.4’e ayarlandi. Son hacim bidistile su ile 50 ml’ ye tamamlandi.

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

ml Tris (pH 10) (0.1M tris: 0.6gr/50ml) ile ates tizerinde ¢6ziildii.

Lizis tamponunu hazirlamak i¢in ise 10 ml 0.1M Tris (pH 7.4), 90 ml bidistile su, 1

ml Na-orthovanadate karistirildi. Hazirlanan soliisyona 1 gr SDS (Katalog No: #161-
0302, BIO-RAD) eklendi ve lizis tamponu elde edildi.

>
>

Proteaz inhibitor kokteyli (#P8340; Sigma Aldrich)

%30 akrilamid-bisakrilamid soliisyonu: 15,4gr 37.5:1 oranindaki akrilamid-
bisakrilamid ACRYL/BIS 37.5:1, #1052C146, Amresco) 40 ml bidistile su
igerisinde ¢oziildii.

4Xtris-HCL/SDS, pH 8.8: 18.15 gr Tris, 40 ml bidistile su igerisinde ¢oziildii
pH 8.8’¢ ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye
tamamlandi. Son olarak 0.4 gr SDS eklendi.

4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8: 6.05 gr Tris, 40 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH
6.8’e ayarlandi. Ardindan bidistile su ile toplam hacim 100 ml’ye tamamlanda.
Son olarak 0.4 gr SDS eklendi.

%10’luk Amonyum-persiilfat (APS): 0,1 gr toz APS (#7727-54; Amresco) , 1
ml distile su icerisinde ¢ozildii.

N,N,N'""",N'""-Tetramethylethylenediamine (TEMED) (#BCBH1254V; Sigma
Aldrich)
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» Aynistiricl (Seperating) Jel:

Avristirici (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

Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’ lik Falcon tiipiinde karistirildi ve pipetleyerek
karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan; 0,05 ml
%10’luk Amonyum-persiilfat (APS) ve 0,01 ml TEMED soliisyonlar1 eklendi. Birkag
kez pipetaj yapildiktan sonra jel karisimi 2 cam plaka arasina dokiildii. Yaklasik 45
dakika oda 1s1sinda donmaya birakildi.

> Toplayici (Stacking) Jel:

650 pl %30 akrilamid-bisakrilamid
1250 pl 4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8
3050 pl bidistile su
Yukarida verilen soliisyonlar 15 ml’ lik Falcon tiipiinde karistirildi ve pipetleyerek
karisim homojenize edildi. Daha sonra polimerizasyon saglayacak olan;
25 ul %10’ luk Amonyum-persiilfat (APS)
5 ul TEMED
soliisyonlar1 eklendi. Birkag kez pipetaj yapildi ve jel karigimi 2 cam plaka arasina
dokiildii. Ardindan uygun genislikteki tarak jel icerisine yerlestirildi.
5X Elektroforez yiiriitme soliisyonu:
9gr Tris
43.2 gr Glisin (#5.00190.1000; Merck)
3gr SDS (#161-0301; BioRad)
600 ml distile su igerisinde ¢oziildi. pH 8.3-8.6’da olacak sekilde ayarlandi.
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1X Elektroforez yiirlitme soliisyonu: 5X stok soliisyondan 140 ml alind1 ve 560

ml distile su ile 700 ml’ye tamamlandi.
» Transfer Tampon Soliisyonu (Blotting Buffer):
» 3grTris
» 14.3 gr Glisin

800 ml distile su igerisinde ¢oziildii. pH 7.8-8 arasinda olacak sekilde ayarlandi.
Soliisyona daha sonra 200 ml metanol (#1.06008.2500; Merck) eklendi. +4 °C’de

sogutularak kullanildi.

» 10 X Tris Tamponlu Tuz (Tris Buffered Saline-TBS) Soliisyonu:
60.55 gr Tris
87.66 gr NaCl (#1.06404.1000; Merck)

800 ml distile suda ¢oziildii. pH 7.4’e ayarlandi. Toplam hacim 1000 ml olacak sekilde

distile su ile tamamlandi.
1X Tris Tamponlu (Tris Buffered Saline)-Tween 20 (TBS-T) Soliisyonu:

100 ml 10X TBS soliisyonuna 900 ml distile su eklenerek 1X TBS hazirlandi. Daha
sonra 1 litre 1X TBS’e 1 ml Tween 20 (#8.22184.0500; Merck) eklenerek TBS-T

caligma soliisyonu hazirlandi.

» Bloklama Soliisyonu: %5’ lik siit tozu: 5 gr. siit tozu (#170-6404; BioRad) 100

ml TBS-T igerisinde ¢oziilerek hazirlandi.

» Chemiluminescent soliisyonu: (#34080 ; Thermo Scientific)

Luminol/gelistirici soliisyon ve sabitleme soliisyonu 1:1 oraninda karnistirilarak

hazirlandi.

» Membran Soyma (Stripping) Soliisyonu (#46430; Thermo Scientific)

» Gelistirme (Developer) Soliisyonu: 100 ml gelistirme soliisyonuna (#175 7314,
Liford), 900 ml distile su eklenerek hazirlandi.

» Sabitleme (Fiksatif) Soliisyonu: 50 ml sabitleme soliisyonuna (#1984565;
Liford) 450 ml distile su eklenerek hazirlanda.
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3.5.1. Lizat Hazirlama

Total 6rnekten, 0.2 gr dokuya 600ul lysis buffer ve 10ul proteaz inhibitor kokteyli
olacak sekilde inkiibe edilerek sonikatér yardimi ile homojenize edildi. Tim
orneklerden, 15000 g’de, +4°C’de 10 dakika santrifiij edilerek siipernatant kisimlar1 —
20°C’ de saklanmak iizere, protein lizatlar1 hazirlandi. Dokularin igerdigi protein
miktarlar1 Pierce Modified Lowry Protein assay kit (Cat No: 23240) kullanilarak tespit
edildi.

3.5.2. SDS-PAGE Western Blot Protokol

Protein miktarlar1 distile su, 6rnek ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli
electrophoresis Reagent, Sigma, Katalog No: S-3401 ) oranlar ile esitlenen 6rnekler 5
dakika 95 °C’ de kaynatildi. Calisilacak olan proteinlerin ve internal kontrol olarak
kullanilan Beta aktin proteininin kilo dalton agirliklar1 dikkate alinarak uygun
yiizdelerde jeller hazirlandi. Tiim antikorlar i¢in %7,5 lik poliakrilamit jel hazirlandu.
Her kuyucuga 20 pl 6rnek, protein miktarlar esit olacak sekilde konulup Protean Tetra
Cell, Mini Trans Blot Modiil (# 165-8033; Biorad) tankinin igine yerlestirildi. Mini
Protean Sistem III tankina elektroforez solusyonu eklenerek, tank gilic kaynagina
baglandi. Proteinler giic kaynagi araciligi ile 100 Volt, 50 miliamperde 80-100 dakika

elektroforez edildi.

Proteinler jelde yiirlirken, Nitrosellilloz membran lstte ve altta 3° er adet filtre kagidi
olacak sekilde sandvi¢ biciminde hazirlandi. Nitrosellilloz membran iizerine proteinleri
iceren jel konularak hazirlanan sandvi¢ Mini protean III sistemindeki tank blot igerisine
alindi. Mini protean III tankina transfer soliisyonu eklendi ve +4 °C’ de gece boyu
proteinlerin membrana transfer olmasi saglandi. Proteinlerin Nitroselliiloz membranina
transferinden sonra elde edilen membran, Tris tuz soliisyonu (TBS) ile hazirlanan % 5°
lik yagsiz kuru siit tozu (PROS1, B-ACTIN igin) ve BSA ( AXL, MERTK, TYRO3,
GASG6 icin) ile oda 1s1sinda 1 saat galkalayici iizerinde bloklandi. Bloklama soliisyonuna
ayrica % 0.1 Tween-20 ilave edildi. Membran, primer antikor (rabbit poliklonal anti
MERTK, AXL, TYRO3, PROS 1, GAS6) kullanilarak +4 °C’de gece boyu [-actin ise
1,5 saat oda 1s1sinda karistiric1 iizerinde inkiibe edildi (Tablo-2). Inkiibasyon sonrasinda

TBS-T ile 30 dakika boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama
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yapildi. Membran, primer antikor i¢in uygun olan ve bloklama soliisyonu ile
sulandirilmis horseradish peroksidaz (HRP) konjuge sekonder antikorla oda sicakliginda
karistiric1 iizerinde 1 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 30 dakika
boyunca 10 dakikada bir TBS-T soliisyonu yenilenerek yikama yapildi. Membran
SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP substrat sistemi ile 5 dakika inkiibe edildi ve
sonrasinda karanlik oda igerisinde membranlardaki sinyaller hiperfilme aktarildi. Film

gelistirici ve tespitten gecirilip distile su ile yikanarak kurutuldu.

Boylece, desidua, koryon villus ve endometriyum 6rneklerinde MERTK, AXL, TYROS3,
PROS 1, GAS6 ve B-ACTIN protein ekspresyonlari belirlenmis ve semi kantitatif olarak

protein seviyeleri karsilagtirilmisgtir.

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

Primer Antikor Katalog No Diliisyon Sekonder Antikor
AXL Cell Signalling | 1:1000 (%5°1ik | # P1-1000 Vector
C89E7 BSA ile hazirland1) | Laboratories
Abcam-ab52968 1:500 (TBS-T’de | # PI-1000 Vector
MERTK )
hazirlandi) Laboratories
Abcam-ab79778 1:1000 (TBS-T’de | # PI-1000 Vector
TYRO3 .
hazirlandr) Laboratories
GAS6 Abcam-ab136249 | 1:500 (TBS-T’de | # PI-1000 Vector
hazirlandr) Laboratories
Thermo-PA5- 1:500 (TBS-T’de | # PI-1000 Vector
PROS1
22022 hazirlandi) Laboratories
#4970 Cell | 1:1000 (%5’lik siit | # PI-1000 Vector
BETA ACTIN Signaling tozu ile hazirlandi) | Laboratories
Technology

3.6. Kantitatif Real-Time RT-PCR
Kantitatif real-time PCR, olusturulan ii¢ deney grubunda AXL, MERTK, TYRO3, GASS6,
PROS1 ve GAPDH gen ekspresyonu mRNA diizeyinde miktarsal olarak degerlendirmek
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amaciyla kullanilmistir. mRNA izolasyonu, izole edilen mRNA’ lardan Reverse
Transkripsiyon ile cDNA eldesi ve elde edilen cDNA ornekleri ile real-time PCR
yapilarak amplifikasyon gerceklestirilmistir.

3.6.1. Total RNA Izolasyon Basamaklari
Gruplardan alinan desidua ve koryon villus 6rneklerinden RNA izolasyonu RNAqueous-
Micro (Micro Scale RNA Isolation Kit) kiti ile ger¢eklestirildi.

1. Ornekler steril 0.5 ml tiipler igine konulacak ve iizerine 100 pl lizis solusyonu

konulup +4 °C’de kitte belirtilen siirede tutuldu.
2. Uzerine 50 pl etanol konulup vorteksle karistirildi.

3. Lizat + etanol karisimi belirli bir por ¢apina sahip micro filtreden 20 saniye 12000
rpm’de dondiiriilerek gegirildi. Boylece karisimdaki RNA’ nin tamaminin filtreden

gecmesi saglandi.

4. Daha 6nceden oda 1sisina getirilmis 180 pl yikama solusyonu ile filtre, 20 saniye
12000 rpm’ de dondiiriilerek yikandi. Prosediiriin bu basamagi 2 kez tekrar

edilmistir.
5. Ardindan 13000 rpm hizda 1 dakika santrifiij edildi.

6. Mikro filtreye sahip tiip mikro ayirma ya da yikama tiipiine aktarildi. +4 °C’ de
saklanan ve kullanim 6ncesi 75 °C’ de énceden 1sitilan ayirma solusyonundan 5 pl
filtrenin tam merkezine gelecek sekilde konularak kapagi kapatilip oda 1sisinda 1
dakika bekletildikten sonra RNA’ nin filtreden uzaklagmasi i¢in 13000 rpm hizda 30

saniye santrifiij edildi.

7. Ayn islem 5 ul ayirma soliisyonu ile bir kez daha gergeklestirilerek, RNA’ larin

mikro ayirma tlipline toplanmasi saglanda.

8. Mikro ayirma tiipiindeki karistmin hacminin %10’ u kadar 10X DNaz | tamponu ve
10X DNaz I konulup 15 dakika 37 °C’de inkiibe edildi.
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9. Tiipteki hacmin %10’ u kadar 10X DNaz inaktivasyon soliisyonu konulup, iyice
karistirtlip oda 1sisinda 2 dk bekletildi.

10. 13000 rpm’ de 1 dakika santrifiij edilip DNA inaktivasyon soliisyonunun

uzaklasmasi saglanarak izole edilen RNA yeni bir tiipe konuldu.
11. izole edilen RNA -80 °C saklanda.

3.6.2. cDNA (Komplementer DNA) Eldesi
cDNA eldesi asagida belirtilen basamaklarla gerceklestirilmistir;

1. Her bir tiip icin hazirlanan temel karisim Tablo-3’ de belirtilmistir. Her tiipe
koyulan temel karigimin ayni igerik ve homojenitede olmasini saglamak
acisindan Ornek sayisina gore ana bir karigim hazirlanip tiiplere bu karigimdan

belli bir miktar aktarildi.

Tablo 3.3. cDNA reaksiyon igerigi

Reaktantlar Hacim Final konsantrasyon

10x Tampon RT 2.0 ul 1x

dNTP (her bir NTP 2.5 mM’dir.) | 4.0 pl 0.5 mM/ her bir dNTP

RNaz inhibit6r (10 unit/pl) 1.0l 10 unit/ 20 pl reaksiyon karigiminda
MMLV-revers transkriptaz 1.0 pl 100 unit/ 20 ul reaksiyon karisiminda
Toplam 8.0 ul

2. 0.2 ul’ lik reaksiyon tiiplerine izole edilmis olan RNA’ dan 10 ul konuldu.
Ayrica her bir tiipe 2 ul oligo-dT (50 uM, final konsantrasyon 5 uM olur)

eklendi.
3. Her bir tiipe 8 ul temel karisimdan konulup, karistirilarak kisa siire dondiriildii.

4. Reaksiyon tiipleri, 42 °C’ de 60 dakika inkiibe edildi.
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5. Daha sonra, 92°C’ de 10 dakika inkiibasyon islemi sonunda elde edilen cDNA’
lar, -20 °C’ de QPCR asamasina kadar saklandi.

3.6.3. Kantitatif Real Time Q-PCR Uygulama Basamaklari

Goreli ve kesin mRNA miktarin1 belirlemek icin siklikla tercih edilen bir yontem olan
kantitatif real time Q-PCR teknigi, gen ekspresyonu calismalarinda yogun olarak
kullanilmaktadir. Bu teknikle, her hiicrede belirli diizeyde eksprese oldugu bilinen
house-keeping genin ekspresyonu temel alinarak gruplar arasinda degerlendirilen RNA
miktarlar1 ve bu gruplardaki AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROSL1 gen ekspresyon
diizeyi karsilastirilmistir. Uygulanan kantitatif real-time PCR uygulama basamaklari

asagida belirtilmigtir.
1. Yukarida belirtildigi gibi RNA izolasyonu ve cDNA eldesi ger¢eklestirildi.

2. Tablo-4’ de belirtilen reaktantlar konularak reaksiyon karisimi olusturuldu.

Tablo 3.4. Q-PCR i¢in reaksiyon karigimu.

Reaktantlar Miktarlanr

2X1Q SbrGreen Supermix | 12.5 ul

Primer 1 (Cizelge5) 10 pmol olacak miktarda
Primer 2 (Cizelge5) 10 pmol olacak miktarda
Distile su 25 ul’ye tamamlanacak

Amplifikasyon, 30 siklusta gergeklestirilmistir. Baslangi¢ denatiirasyonu; 95 °C’de 5
dakika 30 siklus, 92 °C’ de 30 saniye, 65 °C’ de 20 saniye, 72 °C’ de 1 dakika seklinde
uygulandi. Ornekler analiz sonucunda, olusturdugumuz standartin araliginda ve referans
DNA ile kantitatif real-time PCR aletinde okunmus ve software programi yardimiyla
belirlenmistir. Ortaya ¢ikan esik degeri siklusunda ve diger sikluslarda AXL, MERTK,
TYRO3, GAS6, PROS1 ve GAPDH gen -ekspresyon diizeyi miktarsal olarak
belirlenmistir. Sonuglar 2[-Delta Delta C(T)] (2-AACT) metodu kullanilarak

hesaplanmistir. Bu yontemde; her bir ornek i¢in ayr1 ayri olarak, test edilen genin Ct
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degeri ile endojen kontrol olarak kullanilan rRNA’nin verdigi Ct degerleri birbirinden
cikarilarak ACt degerleri belirlenmis. ACt* den Relative quantification (2-AACt) degeri

hesaplanarak deney grubunun kontrolii olan gruba gore kat artis1 belirlenmistir.

Tablo 3.5. QPCR’ da kullanilan 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’

TYROS3 Forward Primer

5'-CCTGGCCGACAACCTGTAT-3

TYRO3 Reverse Primer

S5-TCCATTCGCAGACAAGTAAAGC-3'

GASG6 Forward Primer

5’-CCTTCCATGAGAAGGACCTCGT-3’

GASG6 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. Istatistiksel Degerlendirme

Western blot analizleri sonucunda elde edilen bulgularin analizleri Image J programi
kullanilarak ol¢iildii. Bu sonuglardan elde edilen veriler ve qRT-PCR analizleri
sonucunda her bir ornek i¢in ayr1 ayrn test edilen genin ACt degerlerinin istatistiksel
hesaplamalar1 Windows icin Sigma Stat siirtim 3.5 (Jandel Scientific Corp. San Rafael,
CA) kullanilarak One Way ANOVA testi ile degerlendirildi. P<0.05; istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Bu calismada Ilk trimesterde URPL yasamis ve istemli sonlandirilmis ilk trimester
gebeliklerinin desidua ve koryon orneklerinde ve saglikli endometrium oOrneklerinde
TAM reseptor kinaz reseptor ve ligandlarinin gen ve protein ekspresyon diizeyleri ayni
zamanda protein lokalizasyonlarinin belirlenmesi ve karsilagtirilmast amaglanmustir.
Bunun i¢in, vakalardan onamlar1 alinarak elde edilen Ornek dokularda

immiinohistokimya, Western blot ve qRT-PCR teknikleri uygulanmistir.

4.1. immiinohistokimyasal Bulgular

SEBEBi ANLASILAMAMIS -
TEKRARLAYAN GEBELIK I:(::\!EJ::I
KAYBI KORYONU

Sekil 4.1. TP ve URPL grubu koryon orneklerinde AXL, MERTK, TYRO3, GAS6, PROS1, CD68,
CD11c, CD90, CKY proteinlerinin immiinoreaktivitesi.
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SEBEBi ANLASILAMAMIS .
TEKRARLAYAN GEBELIK I:(E“s'}:m‘"s |
KAYBI DESIDUASI

ENDOMETRIUM

Sekil 4.2. TP ve URPL gruplarinin desiduasi 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 hiicrelerde AXL ekspresyonu yogun olarak
niikleer boyanma gosterdi. (Sekil 4.3) Bez epitelinin bazalinde nadir birka¢ hiicrede

sitoplazmik boyanma gostermekteydi (Sekil 4.21a).

TP grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri AXL proteinini yogun olarak niikleer ve
membrandz, ¢ok zayif olarak da sitoplazmada eksprese etmekteydi (Sekil 4.3.). Desidua
hiicrelerinin arasinda kiigiik ¢apli bazi hiicrelerin sitoplazmik ve niikleer olarak yogun
AXL ekspresesyonuna sahip oldugu gozlendi. Desidua hiicrelerinin aralarinda bulunan

damar endotel hiicrelerinde de niikleer olarak AXL ekspresyonu goriildii (Sekil 4.23a).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri AXL proteinini niikleer olarak eksprese
etmekteydiler (Sekil 4.4, 4.23a). Trofoblast hiicreleri komsulugunda bir alt tabakada
bulunan makrofaj oldugu disiiniilen hiicrelerin nukleuslarinda da yogun AXL
ekspresyonu goriilmekteydi (Sekil 4.25a). Bununla birlikte koryonik stromal hiicrelerde
olduk¢a yogun niikleer ve zayif sitoplazmik AXL boyanmasi dikkat ¢cekmekteydi (Sekil
4.24a).

URPL grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri AXL proteinini kuvvetli olarak
niikleer, zayif olarak membrandz ve sitoplazmik bolgelerde eksprese etmekteydi (Sekil
4.3). Desidua hiicrelerinin arasinda kiigiik ¢apli bazi hiicrelerin AXL’y1 yogun niikleer

olarak eksprese ettigi gozlendi (Sekil 4.26a, 4.27a).

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri AXL proteinini niikleer olarak
eksprese etmekteydiler. Bununla birlikte desiduaya dogru gé¢ eden ve maternal vaskiiler
endotele giren ekstravilloz trofoblast hiicreleri olabilecegini diisiindiigiimiiz hiicrelerin

nukleuslarinda oldukga yogun boyanma dikkat ¢ekiciydi (Sekil 4.5, 4.28a, 4.29a).
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Sekll 4.3. KE (a), TP (b) ve URPL desiduasinda (¢) AXL immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.4. TP grubu koryon 6rneklerinde AXL immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.5. URPL grubu koryon érneklerinde AXL immunoreaktivitesi.

KE grubunda, MERTK ekspresyonu bez epiteli ve stromal hiicrelerde izlenmedi.
Stromal hiicrelerin arasinda ve epitel hiicre tabakasinin bazalinde bulunan bazi
hiicrelerde niikleer, yer yer hem niikleer hem sitoplazmik boyanmalar oldugu belirlendi

(Sekil 4.6, 4.21b).

TP grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri MERTK proteinini eksprese
etmemekteydi. Desidua hiicrelerinin arasinda kiigiik ¢apli hiicrelerin  MERTK’i
sitoplazmik ve niikleer olarak yogun bir sekilde eksprese ettigi gozlendi (Sekil 4.6,
4.22b, 4.23Db).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri MERTK proteinini ekspresyonu
gostermedi. Trofoblast hiicreleri komsulugunda, immiinfloresan boyanma sonuglarimiza
istinaden dendritik hiicre olabilecegini 6ngdrdigimiiz kiigik hiicrelerin nukleus ve
sitoplazmasinda da yogun MERTK ekspresyonu dikkat ¢ekti. Buna karsin, desiduaya
dogru go¢ eden ve maternal vaskiiler endotele giren EVT hiicreleri oldugunu
diisindiiglimiiz  hiicre gruplarinda hi¢ bir lokasyonda MERTK boyanmasi
goriilmemekteydi (Sekil 4.7, 4.25b).
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URPL grubunda maternal alanda desidua hiicrelerinin arasinda kiigiik ¢apli hiicrelerin
yogun niikleer zayif sitoplazmik MERTK ekspresyonuna karsin desidua hiicreleri

MERTK proteinini eksprese etmemekteydi (Sekil 4.6, 4.26Db).

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hiicrelerinin MERTK protein ekspresyonu
yoktu. Aym sekilde desiduaya dogru go¢ eden ve maternal vaskiiler endotel arasina

giren EVT hiicrelerinde de hig bir lokasyonda boyanma izlenmedi (Sekil 4.8).
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Sekil 4.6. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu desidua oOrneklerinde (¢) MERTK
immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.8. URPL grubu koryonunda MERTK immunoreaktivitesi.

KE grubunda, TYRO3 ekspresyonu bez epitelinde membrandz, stromal hiicrelerde

niikleer olarak izlendi (Sekil 4.9).
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TP grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri TYRO3 proteinini hem membrandz
hem de sitoplazmik olarak eksprese ederken, niikleer ekspresyonun oldukga zayif oldugu
gorildii. (Sekil 4.9, 4.21c, 4.23c).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri TYRO3 proteinini sitoplazmik ve
membrandz eksprese etmekteydi. Desiduaya dogru go¢ eden EVT hiicrelerinde oldukga
yogun niikleer ve sitoplazmik boyanma izlendi. Maternal vaskiiler endotele giren EVT

oldugunu diisiindiigiimiiz hiicrelerde sadece niikleer boyanma dikkat cekmekteydi (Sekil

4.10).

URPL grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri sitoplazmik ve membrandz olarak

zayif TYROQ proteinini eksprese etmekteydi (Sekil 4.9, 4.26c¢).

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri membranéz, sitoplazmik, ve niikleer

olarak gii¢lii TYRO3 protein ekspresyonu gosterdi (Sekil 4.11). Bununla birlikte villus
stromasinda bulunan makrofaj hiicrelerinde sitoplazmik boyanma dikkat ¢cekmekteydi

(Sekil 4.28c, 4.29c).

Sekil 4.9. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c) desidua o6rneklerinde TYRO3
immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.10. TP grubu koryon 6rneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.11. URPL grubu koryon orneklerinde TYRO3 immunoreaktivitesi.

KE grubunda, TAM Reseptér Kinaz’larin ligandlarindan olan GAS6 bez epitelinde
yogun olarak membrandz, sitoplazmik ve niikleer boyanma izlendi. Stromal alanda yer

yer niikleer ve sitoplazmik boyanma gosteren hiicreler izlendi (Sekil 4.12).

TP grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri GAS6 proteinini yogun olarak niikleer,
cok zayif olarak da sitoplazmada eksprese etmekteydi. Desidua hiicrelerinin arasinda
dagilmis kii¢iik ¢apli hiicrelerin GAS6’1 daha yogun bir sekilde niikleer olarak eksprese
ettigi gozlendi (Sekil 4.12, 4.22d, 4.23d).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri GAS6 proteinini siddetli niikleer ve zayif
sitoplazmik eksprese etmekteydi. Bununla birlikte endotelin bazalinde EVT oldugunu
diigiindiigimiiz  hiicrelerde olduk¢a yogun niikkleer boyanma dikkat ¢ekiciydi. (Sekil
4.13).

URPL grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri GAS6 proteinini yogun bir sekilde
niikleer, zayif diizeyde sitoplazmik bolgelerde eksprese etmekteydi. Desidua
hiicrelerinin arasinda bulunan kiigiik ¢apli hiicrelerde ise GAS6 ekspresyonu gozlenmedi
(Sekil 4.12).

URPL grubunda fetal alanda, desidua hiicreleri GAS6 proteinini yogun bir sekilde
niikleer olarak eksprese etmekteydi (Sekil 4.14, 4.29d).

KE grubunda, TAM reseptor kinazlarin ligandlarindan olan PROS1 de TYRO3 ile ayn1
lokalizasyonlarda bez epitelinde yogun olarak membranéz, stromal hiicrelerde ise yogun

olarak niikleer boyanma gostermekteydi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.12. KE grubu (a), TP grubu (b) ve URPL grubu (c) desidua orneklerinde GAS6
immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.14. URPL grubu koryon 6rneklerinde GAS6 immunoreaktivitesi.

TP grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri PROS1 proteinini membrandz ve
sitoplazmik olarak c¢ok ¢ok zayif diizeyde eksprese etmekteydi. Desidua hiicrelerinin
arasinda gruplar halinde bulunan kii¢iik ¢apli hiicrelerin PROS1’i yogun olarak niikleer
ve sitoplazmik olarak eksprese ettigi gozlendi. Desidua hiicrelerinin aralarinda bulunan

damar endotel hiicrelerinde de niikleer olarak PROS1 ekspresyonu goriildii (Sekil 4.15).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri PROS1 proteinini farkli diizeylerde
sitoplazmik ve nukleer olarak eksprese etmekteydi. Trofoblast hiicreleri komsulugunda
bir alt tabakasinda bulunan hiicrelerin nukleusunda ve sitoplazmasinda yogun PROSI1
ekspresyonu goriilmekteydi. Bununla birlikte EVT oldugunu tahmin ettigimiz

hiicrelerin de oldukga yogun sitoplazmik boyanmaktaydi (Sekil 4.16).
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URPL grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri PROSI proteinini yogun bir sekilde
niikleer, orta derecede sitoplazmik olarak eksprese etmekteydi. Desidua hiicrelerinin
arasinda kiiciik ¢apli hiicrelerde ise PROS1 yogun bir sekilde niikleer ve sitoplazmik
olarak eksprese edildi (Sekil 19, 4.26e).

URPL grubunda fetal alanda, trofoblast hiicreleri PROS1 proteinini niikleer daha yogun
olarak da sitoplazmik eksprese etmekteydiler. Koryon igerisindeki stromal hiicrelerde
niikleer boyanan hiicreler oldukga fazla miktarda izlendi (Sekil 4.17).

Sekil 4.15. KE grubu (), TP grubu (b) ve URPL grubu (c) desidua orneklerinde PROS1
immunoreaktivitesi.

Sekil 4.17. URPL grubu koryon 6rneklerinde PROS1 immunoreaktivitesi.

KE grubunda, CD68+ makrofajlar ¢ok az sayida bez epitelinin bazalinde ve stromal

hiicrelerin arasinda dagilmis olarak izlendi (Sekil 4.18).
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TP grubunda maternal alanda, Makrofajlar desidua hiicrelerinin arasinda kontrol

endometriuma gore ¢ok daha fazla miktarda izlendi (Sekil 4.18).

TP grubunda fetal alanda, trofoblast hiicrelerinin bazalinde yer alan ¢ok sayida CD68+
hiicre izlendi (Sekil 4.19).

URPL grubunda maternal alanda, desidua hiicreleri CD68’i niceliksel olarak
gebeliktekine benzer oranda izlendi (Sekil 4.18).

URPL grubunda fetal alanda, koryon stromasinda olduk¢a yogun miktarda CD68+ hiicre
gozlendi (Sekil 4.20).

Sekil 4.19. TP grubu koryon 6rneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi.

Sekil 4.20. URPL grubu koryon 6rneklerinde CD68+ immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.21. KE grubu endometriyum 6rneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1
(e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi

Sekil 4.22. TP grubu desidua orneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve
CD68+ (f) immunoreaktivitesi.
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Sekil 4.23. TP grubu koryon ve desidua orneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d),
PROSL1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi

Sekil 4.24. TP grubu koryon 6rneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROSL1 (e) ve
CD68+ (f) immunoreaktivitesi
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Sekil 4.25. TP grubu koryon orneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e) ve
CD68+ (f) immunoreaktivitesi

Sekil 4.26. URPL grubu desidua orneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e)
ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi
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Sekil 4.27. URPL grubu koryon ve desidua 6rneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d),
PROS1 (e) ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi

Sekil 4.28. URPL grubu koryon 6rneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROS1 (e)
ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi
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Sekil 4.29. URPL grubu koryon 6rneklerinde AXL (a), MERTK (b), TYRO3 (c), GAS6 (d), PROSL1 (e)
ve CD68+ (f) immunoreaktivitesi

4.2. Western Blot ve QPCR Analizleri
Western blot analizleri her grup i¢in 2 kez tekrarlanmis her iki tekrarda da aynmi kosullar
olusturulmustur. PCR i¢in her gen, kendi iginde ii¢lii gruplar halinde ayni kosullar

olusturularak ¢alisilmis her gen her 6rnek i¢in {i¢ kez tekrar edilmistir.

4.2.1. AXL i¢cin Western Blot ve QPCR Analizleri

Gebelik durumunda desiduada, AXL ekspresyonu hem mRNA diizeyinde hem de
protein diizeyinde saglikli endometriuma oranla yiikseldigi ancak bu yiikseligin
istatistiksel olarak anlamli olmadigi goriilmiistiir. URPL desiduasinda ise KE grubu
endometriyumuna gore her iki parametrede de yiikselis oldugu, bunlardan sadece gen
diizeyindeki yiiselisin anlamli oldugu bulunmustur (p: 0,022). URPL grubunda ise
saglikli gebelige oranla yiikselis olsa da istatistiksel olarak anlamli olmadig1 belirlendi
(Sekil 4.30, 4.31, 4.50).

TP grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki AXL ekspresyonu karsilastirildiginda
URPL grubunda AXL ekspresyonunun hem gen (p:0,325) hem protein (p:0,318)
diizeyinde artig gosterdigi, ancak bu artisin anlamli olmadig: belirlendi.(Sekil 4.32, 4.33,
4.50)
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Sekil 4.30. TP grubu ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen AXL mRNA’sinin QPCR analizi
(URPLD ig¢in n:5; TPD i¢in n: 6; KE igin n: 6) *URPL ve KE gruplar1 arasindaki farklilik istatistiksel
olarak anlamli bulundu.
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Sekil 4.31. TP ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen AXL proteinin Western Blot analizi sonucu
(URPLD i¢in n:5; TPD igin n: 6; KE i¢in n: 6)
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Sekil 4.32. TP ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen AXL mRNA’sinin QPCR analizi sonucu
(URPLK i¢in n:5; TPK igin n: 6)
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Sekil 4.33. TP ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen AXL proteinin Western Blot analizi sonucu
(URPLK i¢in n:5; TPK i¢in n: 6)

4.2.2. MERTK i¢in Western Blot ve QPCR Analizleri

Gebelik durumunda desiduada, MERTK ekspresyonu hem mRNA diizeyinde hem de
protein diizeyinde saglikli endometriuma oranla anlamli olmayan ¢ok az bir yiikselisi
gosterdi. URPL grubu desiduasinda ise KE gore her iki parametrede de belirgin bir
yiikselis izlendi. Fakat mRNA diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmazken
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(p: 0,135) protein diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulundu (p: 0,037) (Sekil
4.34,4.35,4.50) .

TP grubu ve URPL grubularina ait koryon orneklerinde MERTK ekspresyonu
degerlendirmesinde, URPL grubunda MERTK ekspresyonunun hem gen hem de protein
diizeyinde artig gosterdigi, ancak mRNA (p:0,307) ve protein (p: 0,227) diizeyindeki bu
artigin istatistiksel olarak anlamli olmadigi belirlendi (Sekil 4.36, 4.37, 4.50) .

MER/GAPDH P=0,135

Relatif Ekspresyon (2 -AACT)
RQ

Sebebi anlagilamamig  Kiiretaj Desiduasi Endometrium
tekrarlayan gebelik
kayb1 Desiduasi

Sekil 4.34. TP ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen MERTK mRNA’sinin QPCR analizi sonucu
(URPLD i¢in n:5; TPD igin n: 6; KE i¢in n: 6)
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Sekil 4.35. TP ve URPL desiduasinda eksprese edilen MERTK proteinin Western Blot analizi sonucu
(URPLD igin n:5; TPD igin n: 6; KE i¢in n: 6) *: URPLD ve KE gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmaktadir (p:0,01).
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Sekil 4.36. TP ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen MERTK mRNA’sinin QPCR analizi sonucu
(URPLK i¢in n:5; TPK i¢in n: 6)
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Sekil 4.37. TP ve URPL koryonlarinda eksprese edilen MERTK proteinin Western Blot analizi sonucu
(URPLK i¢in n:5; TPK igin n: 6).

4.2.3. TYRO3 i¢cin Western Blot ve QPCR Analizleri

TYRO3 mRNA ekspresyonu, TP desiduasinda saglikli endometriuma (KE) oranla (p:
0,0001) ve URPL desiduasinda ise saglikli endometriuma oranla (p: 0,03) istatistiksel
olarak anlamli azalma gosterdigi bulunmustur. URPL grubu desiduasinda TP grubu
desiduasina gore TYRO3 mRNA ekspresyonunda anlamli bir yiikselis izlenmistir (p:
0,01). Protein diizeyindeki degisikliklerin de mRNA ekspresyonundaki degisikliklere
parallellik gostermekle birlikte bu farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir
(p: 0,146) (Sekil 4.38, 4.39, 4.50) .

TP grubu ve URPL grubu koryonlarindaki TYRO3 ekspresyonu degerlendirmesinde,
URPL grubunda TYRO3 ekspresyonunun hem gen hem protein diizeyinde artis
gosterdigi, ancak bu artisin mRNA (p:0,26) diizeyinde ve protein (p: 0,058) diizeyinde
istatistiksel olarak anlamli olmadig: belirlendi (Sekil 4.40, 4.41, 4.50) .
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Sekil 4.38. TP ve URPL desiduasinda eksprese edilen TYRO3 mRNA’sinin QPCR analizi sonucu (UPRD
i¢in n:5; TPD i¢in n: 6; KE i¢in n: 6) a: URPL ve KE arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir. P< 0,03 ;
b: TP ve KE arasindaki fark anlamli bulunmustur. P:0,0001; ¢: RPL ve TP arasinda anlamh farklilik
bulunmaktadir. P: 0,01.
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Sekil 4.39. TP grubu ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen TYRO3 proteinin Western Blot analizi
sonucu (URPLD ig¢in n:5; TPD i¢in n: 6; KE i¢in n: 6)
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Sekil 4.40. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen TYRO3 mRNA’simin QPCR analizi
sonucu (URPLK igin n:5; TPK i¢in n: 6)
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Sekil 4.41. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen TYRO3 proteinin Western Blot
analizi sonucu (URPLK ig¢in n:5; TPK i¢in n: 6)

4.2.4. GAS6 icin Western Blot ve QPCR Analizleri
Gebelik durumunda desiduada, GAS6 ekspresyonu hem mRNA diizeyinde hem de
protein diizeyinde saglikli endometriuma oranla azalma gostermistir. URPL grubu

desiduasinda ise KE’ye gore her iki parametrede de yiikselis izlenmistirr mRNA
diizeyinde TP grubu desiduasinin, hem KE grubu desiduasiyla (p: 0,005) hem de URPL
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grubu desiduasiyla (p: 0,003) istatistiksel olarak anlamli farklilik gdstermistir. Protein
diizeyinde ise sadece TP grubu desisuasi ve URPL grubu desiduasi (p< 0,003) arasinda
goriilen farkliliklar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 4.42, 4.43, 4.50) .

TP grubu koryonu ve URPL grubu Kkoryonundaki GAS6 ekspresyonu
degerlendirmesinde URPL grubunda GAS6 ekspresyonunun hem gen hem protein
diizeyinde azalma gosterdigi, bu azalmanin hem mRNA (p:0,614) diizeyinde hem de
protein (p: 0,207) diizeyinde istatistiksel olarak anlamlilik gostermedigi belirlenmistir

(Sekil 4.44, 4.45, 4.50) .
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Sekil 4.42. TP grubu ve URPL grubu desidualarinda eksprese edilen GAS6 mRNA’simnin QPCR analizi
sonucu (URPLD ig¢in n:5; TPD igin n: 6; KE i¢in n: 6) a: TP ve KE arasinda anlamli farklilik
bulunmaktadir. P: 0,005 ;b: TP ve URPL arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir. P:0,003
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Sekil 4.43. TP grubu ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen GAS6 proteinin Western Blot analizi
sonucu (URPLD igin n:5; TPD i¢in n: 6; KE i¢in n: 6) *: URPL ve TP arasinda anlamli farklihik
bulunmaktadir. P< 0,003
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Sekil 4.44. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen GAS6 mRNA’sinin QPCR analizi
sonucu (URPLK ig¢in n:5; TPK i¢in n: 6)
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Sekil 4.45. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen GAS6 proteinin Western Blot analizi
sonucu (URPLK igin n:5; TPK i¢in n: 6)

4.2.5. PROSI1 icin Western Blot ve QPCR Analizleri

PROS1 mRNA ekspresyonu, gebelik desiduasinda saglikli endometriuma oranla artig
gosterirken, URPL grubu desiduasinda daha da belirgin olarak yiikselmistir. Gen
diizeyinde izlenen bu yiikselisler protein diizeyinde de goériilmektedir. mRNA (p:0,102)
ve protein (p:0,112) diizeyindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamlilik
gostermemektedir (Sekil 4.46, 4.47, 4.50) .

TP grubu koryonu ve URPL grubu Kkoryonundaki PROS1 ekspresyonu
degerlendirmesinde, URPL grubunda PROS1 ekspresyonunun hem gen hem protein
diizeyinde artig gosterdigi, mRNA (p:0,143) diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlaml
degilken, protein (p: 0,023) diizeyindeki artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Sekil 4.48, 4.49, 4.50).
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Sekil 4.46. TP grubu ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen PROS1 mRNA’sinin QPCR analizi

sonucu (URPLD igin n:5; TPD igin n: 6; KE igin n: 6).
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Sekil 4.47. TP grubu ve URPL grubu desiduasinda eksprese edilen PROS1 proteinin Western Blot analizi

sonucu (URPLD igin n:5; TPD i¢in n: 6; KE i¢in n: 6)
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Sekil 4.48. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen PROS1 mRNA’sinin QPCR analizi
sonucu (URPLK igin n:5; TPK i¢in n: 6)
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Sekil 4.49. TP grubu ve URPL grubu koryonlarinda eksprese edilen PROS1 proteinin Western Blot
analizi sonucu (URPLK i¢in n:5; TPK i¢in n: 6) *: URPL ve TP arasinda anlamli farklilik bulunmaktadir
P: 0,02.
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Sekil 4.50. Tiim gruplarin western Blot Bantlar1 (AXL, MERTK, TYRO3, GAS6 ve PROS1)
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5. TARTISMA

RPL, eksojen etken olan infeksiy6z ajanlarin yan1 sira, anatomik anomalilerden genetik
problemlere kadar ¢ok genis perspektifte nedenlere sahiptir. URPL’nin ise etiyolojisi
tamimlanamamis oldugundan bir ¢ok bilinmeyeni igerisinde barindiran 6nemli bir

arastirma konusudur.

Gebeligin siirdiirilmesinde normal plasental mimarinin geligmesi anahtar role sahiptir.
Anormal plasental olusum gebelik kayiplarinda 6nemli nedenlerden birisini olusturur.
Spiral arter modellenmesi ve anjiyogenezin normal sekilde gerceklesmemesi plasentada
anormal yapilanmanin O6nemli nedenlerinden birisidir. Bu nedenle anjigenezi
yonlendiren molekiiler mekanizmalardaki farklilik anormal plasental vaskiilarizasyona
ve gebelik kayiplarina neden olabilmektedir (Ball ve ark. 2006). RPL’de VEGF
diizeylerinin saglikli gebelige sahip ve gebe olmayan saglikli kadinlara gore oldukca
diisiik oldugu belirlenmistir (Bagheri ve ark. 2017). Bu nedenle VEGF diizeyleri gebelik

kayiplarinda 6nemli tanimlayicit marker olabilecegi onerilmektedir.

Endotel hiicrelerinden sentezlenen ve kan basinci regiilasyonunda islevsel olan ACE
(angiotensin converting enzyme), inaktif anjiotensin I’ in anjiotensin II ye
dontistiiriilmesinde etkilidir. Bazi toplumlarda ACE gen polimorfizmine sik rastlandigi
ve buna bagl tekrarlayan gebelik kayiplarinin da sik yasandigi belirlenmistir  (Al-
Mukaynizi ve ark. 2016). Boylece RPL etyoljisinde ACE mekanizmasindaki

degisikliklerin de rol aldig ileri siiriilmektedir.

Gebelik kaybr olasiliginin  6nceden belirlenmesi, gebeligin saglikli bir sekilde
tamamlanmast i¢in Onemlidir. Bu nedenle RPL i¢in marker olabilecek etkenleri
belirlemeye yonelik ¢alismalar giinlimiizde arastiricilarin odaklandigi 6nemli konulardan
birisidir. Yapilan ¢alisma sonucunda, maternal serum amyloid (SAA) diizeyinin artmis

olmast URPL i¢in 6nemli bir marker olabilecegi onerilmektedir (Ibrahim ve ark. 2017).
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Toll benzeri reseptorler (TLR'ler) gibi patent tanima reseptorleri, viriisler, bakteri ve
funguslar gibi patojenler iizerinde korunmus molekiiler kaliplar1 tespit eder. Bu yaygin
molekiiler epitoplarin saptanmasi tlizerine, TLR'ler bagisiklik yollarmi baglatir ve pro-
inflamatuvar  sitokinlerin ve diger bagisiklik aracilarinin  iretilmesine  yol
acar. Inflamasyon olusumu ve bagisiklik hiicrelerinin cagirilmas: enfeksiyona yanit
olarak onemlidir. Bununla birlikte, diizensiz pro-inflamatuar cevaplar doku hasarina ve
otoimmiin hastalifa neden olabilir. Bu nedenle, bu reseptorlerin aktivasyonu, asiri
inflamasyon olusumunu ve doku hasarini 6nlemek igin siki bir sekilde diizenlenir
(Malawista ve ark. 2016). TAM reseptor tirozin kinaz ailesi tiyeleri AXL, MERTK ve
TYRO3 reseptorleri ve ligandlarida GAS6 ve PROS1’ dir (Lemke ve Rothlin 2008).
TAM reseptorleri (TYRO3, AXL ve MERTK) asir1 uyarimi kontrol etmek ve
homeostatik dengeyi diizeltmek i¢cin TLR'leri ve onlarin downstreamini baskilayan
homolog reseptor-tirozin kinazlardan olusan bir ailedir. TLR sinyallemesi, tip |
interferon reseptdrii (IFNAR) -STAT1 yoluyla TAM upregiilasyonunu indiikler ve
IFNAR-STAT1 yolagin1 baskilar. Bdoylelikle kendinden regiilasyonlu, negatif geri
besleme dongiisii olusturulur (Malawista ve Wang 2016). TAM reseptorleri bu

inflamatuar dengenin saglanmasinda oldukca etkin reseptorlerdir.

Calismamiz, saglikli ilerleyen gebelikte ve sebebi anlagilamamis tekrarlayan gebelik
kayiplarinda TAM reseptorleri ve ligandlarimin ekspresyon diizeylerini gosterildigi ilk
caligmadir. Oncelikle hem saglikli endometriumunda hem de ilk trimester gebeliginde
TAM reseptorleri ve ligandlarinin farkli diizeylerde de olsa ekspre oldugu ilk kez

gosterilmistir.

Saglikli endometriuma oranla gebelikte AXL ekspresyonu belirgin bir bigimde hem gen
hem de protein diizeyinde artis gosterdi. Ligandi GASG6 ise gebelikle birlikte belirgin bir
sekilde diislis gosterdi. AXL asir1 inflamatuvar yanitin baskilanmasinda rol alan
immiinsiipresif fagositik reseptorlerdendir. AXL hem M1 hem de M2 polarize
makrofajlarda uyarilmakta olup, herhangi bir doku hasar1 yada inflamatuar hasara kars1
yanit reseptorii olarak gdrev yapmaktadir. AXL® 1n aktivasyonu iizerine boliinmeye
ugradigi ve bu boliinmenin apoptotik hiicre fagositozunun ilk agamasi i¢in gerekli

olabilecegi diisiiniilmektedir. Diger TAM’ larin aksine AXL ve ligandi GAS6 birbirine
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bagimlidir. AXL aktive olabilmek i¢in GAS6’ ya; GAS6’ nin stabil devamliligint devam
ettirebilmesi i¢in de AXL’ a ihtiyaci vardir. Bir ¢ok dokudaki GAS6 protein
rezervuariin korunmasit AXL’1n yiizey ekspresyonuna baglidir. Ve bu dokularda GAS6,
normalde AXL’a bagli bulunur. Ayrica AXL-GAS6 birlikteliginde PtdSer varliginda
aktivasyon artmaktadir (Zagorska ve Traves 2014). Calismamizda GAS6 diizeyinde
izlenen bu diisis AXL’ m immiinohistokimya verileriyle destekledigi gibi, gebelikte
cogunlukla niikleer ekspresyonuna bagl olabilir. Normal gebelikte abartili inflamatuar
cevap olmamast gerektiginden AXL’in yilizey ekspresyonun bulunmamast normaldir.
Stroma igerisindeki ¢esitli hiicrelerde yogun niikleer ve sitoplazmik AXL
ekspresyonunun goriilmesi, AXL’nin immiin yanit disinda rol aldig1 farkli yolaklarla
ilgili olabilir. Bunlara ilaveten fagositik hiicrelerin apoptotik hiicreyi fagosite edebilmesi
icin ligandiyla yilizeyde etkilesim halinde olmasinin gerekli oldugunu daha 6nce yapilan
caligmalarda gosterilmisti (Zagorska ve Traves 2014). AXL’in spesifik reseptorii
GAS6’nin diisik olmasi da bu etkilesimin yeterince gergeklesmedigini gosteriyor
olabilir. Normal gebelik siireci olmast nedeniyle apoptotik hiicrelerin normal fizyolojik
sartlar sinirinda oldugu ve bu etkilesime ihtiya¢ duyulmadigi diisiiniilebilir. TAM
reseptor tirozin kinaz ailesi dogal bagisiklikta 6nemli rol oynamaktadir. Dogrudan
patojenleri tanimanin yani sira patojenler ile enfekte bir hiicre de taninmali ve yok
edilebilmelidir. Dogal immiin yanitta bu islevsel durum, temel olarak NK hiicreleri ile
gerceklestirilmektedir. TAM sinyalizasyon sistemi de bu hiicrelerin aktivitesinin
diizenlenmesinde 6nemli bir role sahiptir. Bu diizenlenme sitokin reseptorleri ile birlikte
yapilmaktadir. Immatiir NK hiicrelerinin olgunlasmasi ve sitotoksik aktivite
gosterebilmesinde TAM sinyalizasyonu oOnemli bir rol istlenmektedir (Lemke ve
Rothlin 2008). Kemik iligi stromal hiicreleriyle yapilmis bu ¢alismanin sonuglarindan
yola ¢ikarak desidual hiicreler arasinda AXL boyanma gosteren hiicrelerin bir kisminin
immatiir NK olabilecegini diislinebiliriz. Stromal desidual hiicrelerde eksprese oldugunu
gosterdigimiz GAS6 veya PROS1 ile immatiir NK hiicreleri etkilesime gegerek UNK
hiicrelerine doniisiimii tetikliyor olabilir. uNK hiicreleri, NK hiicrelerinin sitotoksik
olmayan, gebelikte immiin hiicrelerin %70’ini olusturan ve normal gebelik siirecinin
saglikli ilerlemesi i¢in gerekli olan hiicrelerdir. Ancak URPL li kadinlarda yapilan
caligmada IL-22 sentezleyen NK22 hiicrelerinin daha yiiksek oranda bulundugu
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belirlenmis. Retinoid-related orphan receptor gamma-t (ROR gamma-t) periferik kan ve
uterinal endometriyumda bulunan NK22 hiicrelerinin regiilasyonunda iglevseldir. URPL
yasayan kadinlarda ROR gamma-t ekspresyonu da yiiksek bulunmus ve bu
ekspresyonuna bagli olarak artmig NK22 hiicre sayisinin RPL nedeni olabilecegi ileri

striilmistir (Fuchinoue ve ark. 2016).

URPL’de desidual alanda protein ve belirgin olarak gen diizeylerinde AXL artisi izlendi.
AXL ekspresyonunda lokalizasyon olarak TP grubuyla karsilastirildiginda bir farklilik
izlenmedi. AXL’1n spesifik ligandi olan GAS6’ nin da URPL de TP grubuna oranla daha
fazla artmig olmasi, bilmedigimiz bir dis etkene bagli olugsmus asir1 inflamatuvar cevabi
baskilamak adina olabilecegi gibi, ayn1 zamanda ortamda bir sebepten dolay1 olusmus
asirt miktarda apoptotik hiicre’ yi temizlemek i¢in reseptor ligand etkilesimi ile fagositik

aktivitenin arttigini da diislinebiliriz.

Koryon 6rneklerinde ise hem gen hem de protein diizeyinde AXL ekspresyonu izlendi.
Trofoblast hiicrelerinde epitelyal mezensimal gecisin var oldugu bilinmektedir (Mobley
ve ark. 2017). AXL’imn epitelyal mezensimal gegiste asir1 eksprese oldugu ve roliiniin
bulunduguna yonelikte yayinlar bulunmaktadir (Gay ve ark. 2017). Bu sebeple AXL
ekspresyonunu  gosterdigimiz ~ immunohistokimyasal  analizlerimiz ~ sonucunda
immiinreaktivitenin biliylilk oranda trofoblastlarin nukleusunda goriilmesi sasirtici
degildir. Gebelikteimplantasyondan itibaren pasentasyonun olu URPL koryonunda ise
TP koryonuna oranla AXL ekspresyonunda artis olsa da bu farklilik istatistksel olarak
anlamli degildi. Hiicrelerde eksprese olduklar1 lokalizasyonlar da normal gebelikte
oldugu sekildeydi. AXL ekspresyonu her ne kadar koryonda yiikselme gosterse de
standart sapmas1 ¢ok yiiksek ¢ikti. Ciinkii koryon ornekleri kendi igerisinde birbirinden
cok farkli sonuglar gosteriyordu. Bu drneklerde ii¢ tekrar yapilmis olmasina ragmen bu
oranlar degismedi. Buna sebep olabilecek iki faktor olabilecegi kanaatindeyiz;
Calistigimiz materyaller insan materyali olmasi nedeniyle her ne kadar bilinen bir
enfeksiyonu olmayan hastalar1 toplamis olsak bile, heniiz diinyada tanimlanamamis
birgok mikrobiyal etken bulunmaktadir. Ve farkli TLR uyaricilarinin AXL reseptdriiniin
ekspresyonunu farkli diizeylerde etkiledigi daha onceki ¢alismalardan bilinmektedir

(Zagorska ve Traves 2014). Herhangi teshisi yapilamayan viriitik bir etkene bagli AXL
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ekspresyonu asirt yiikselmis olabilir yada viicudun hormonal olarak iiretmis olabilecegi
steroid bir molekiill AXL ekspresyonunu diger hastada diisiirmiis olabilir. Bir diger
faktor de biz ne kadar biiylik bir dikkat ile 6rnekleri ayirmis olsak bile kiiretaj materyali
olmast ve ayriminin oldukc¢a zor olmasi nedeniyle koryon 6rnegine fazlaca maternal
kisitm karigtirllmig olabilir. Her iki faktorii de eleyebilmek icin daha fazla vaka
toplamaya ihtiyacimiz oldugu kanaatindeyiz. AXL reseptdrii, bir ¢ok hiicrede hayatta
kalma, biiyiime, agregasyon, migrasyon ve anti-inflamatuvar gibi ¢esitli fonksiyonlari
diizenler. AXL-GAS6 yolagi kanser, otoimmiin hastaliklar ve kardiyovaskiiler
hastaliklarla iligkili oldugu bilinmektedir (Korshunov 2012). Dendritik hiicrelerdeki
analizler, AXL mRNA'nin, TLR sinyalizasyonunun aktivasyonunun downstreaminde
STAT1'e bagiml bir sekilde yukar1 dogru diizenlendigini gostermistir (Rothlin ve ark.
2007). Benzer sekilde, makrofajlarda, AXL ekspresyonu TLR ligandlari ve diger timor
nekroz faktorii de dahil inflamasyon belirtegleri tarafindan uyarilir, ancak bu etki
kortikosteroidlerle tedavi araciligiyla engellenebilir. Dendritik hiicrelerde, AXL
ekspresyonu bol miktarda bulunurken kemik iligi kaynakli makrofajlarda AXL
ekspresyonu minimaldir. Bununla birlikte, bu hiicrelerde AXL mRNA kopya sayisinda
esas olarak bir fark bulunmamasi, AXL ekspresyonunun transkripsiyon sonrasi
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynadigimi diisiindiirmektedir (Zagorska ve Traves
2014).

Trofoblast hiicreleri komsulugunda bir alt bolgede bulunan hiicrelerin yogun olarak
sitoplazmik CD68 ve niikleer olarak da AXL eksprese ettigini izledik. Desidual alanda
ise her ikisinin ortak boyanma gdsterdigi hiicreler oldukca az miktardaydi. Son bir yil
icerisinde giindemde olan orta ve gestasyonel donemde Zika viriisit AXL,TYRO3 ve
TIM1 ekspre eden hiicreleri infekte ederek fetiisii infekte ettigine yonelik yayinlar
¢ikmistir. Burada AXL ve TYRO3 ekspresyonu gosterilmis olsa da c¢alismamiz ilk

trimesterdeki bu ligandlarin varligina yonelik ilk ¢aligma olma 6zelligini korumaktadir.

Progesteron (PR) ekspresyonu, gebelik hazirligi sirasinda endometrial homeostazi
muafaza eden uyari sinyallerinde rol oynar. PR farkli islevleri olan iki izoforma (PR-A
ve PR-B) sahiptir. Gebeligin ilk li¢ aynda stromal hiicrelerde agirlikli olarak PR-A

olacak sekilde totalde azalma gosterir. Desidualizasyon ilerlerken ve gebelik baglarken
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progesteron kademeli olarak diislis gostermeye baslar. Steroid hormonlart ve bunlarin
reseptorleri arasindaki mevcut diizenleme, muhtemelen desidual doniisiimii yonlendiren
ve endometrial homeostaz mekanizmalarin1 koruyan karsi sinyalleri saglar (Vinketova
ve ark. 2016). Progesteronun MERTK ekspresyonunu arttirdigr daha 6nceki yayinlarda
gosterilmistir (Zagorska ve Traves 2014). Gebelik desiduasinda MERTK ekspresyonu,
saglikli endometriuma gore ¢ok az yiikselme gostermis olup anlamli degildi. Desidual
alanda eksprese olan MERTK i¢in post translasyonel modifikasyonun gebelikte degil
saglikli endometriumda oldugu kanaatindeyiz. MERTK kararli durum ve uyarilmis
toleransda etkili olan immiinsupresif fagositik reseptordiir. Ortamda AXL’1 arttirmaya
meyilli inflamatuvar uyaranlar MERTK’i diisirmeye egilimliyken, Kortizon gibi
imminsupresif uyaranlar MERTK’i yiikseltirken AXL’1 disirme egilimindedir.
MERTK, AXL‘dan farkl1 bir sekilde inflamasyonu baskilamaktadir. Ilki diizenli olarak
viicdumuzda olusan apoptotik hiicrelerin temizlenmesi, ikincisi de kortikosteroid gibi
immunsupresif uyaranlar varliginda MERTK’in makrofajlarda ekspresyonunun
artmasina bagl apoptotik hiicrelerin fagositozunun uyarilmasidir. MERTK ligand olarak
hem GAS6 hem de PROS 1’i kullanabilmektedir (Zagorska ve Traves
2014). Transmembran tirozin kinaz olan MERTK, normal beyin dokusuna kiyasla
glioblastoma multiforme hiicrelerinde asir1 eksprese edilir ve canlilik ve proliferatif
yollarla sinyal verir. Bir MERTK ligandi olan GAS6'min ekspresyonu, glioblastoma
multiforme'li hastalarda TAM reseptor kinaz sinyalizasyonunun dnemini belirten kotii
prognoza isaret eder. Kiigiikk molekiillii bir tirosin kinaz inhibitoérit UNC2025 tarafindan
MERTK'nin spesifik inhibisyonu glioblastoma multiforme hiicre canliliini,
proliferasyonunu, koloni olusturma potansiyelini ve uyarilan poliploidiyi ve yaslanmay1
azalttigr gosterilmistir (Sufit ve ark. 2016). Desidualizasyonda desidual hiicrelerde
poliploidi varlig1 bilinen bir durumdur. Yukaridaki literatiire uyumlu olacak sekilde
MERTK ekspresyonu saglikli sekresyon fazinda ki endometrium grubunda bez epiteli ve
stromal hiicrelerde izlenmezken stromal hiicrelerin arasinda bulunan az sayidaki
hiicrelerde niikleer ve sitoplazmik boyanmalar izlenmekteydi. TP grubunda ve URPL
grubunda desidua hiicreleri MERTK proteinini eksprese etmemekteydi. Burada MERTK
ekspresyonunun olmamasi desidualizasyonda poliploidiyi uyaran faktorlerden bir

tanesinin de MERTK olabilecegine isaret ediyor. Desiduada, bu DC / Mph fenotip
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hiicreleri spiral arterlerin yakininda bulunur ve siklikla uNK hiicreleri ile kiimelenir.
Buna karsilik, olgun DC'ler lenfatik damarlarin yakininda ve T lenfositleri ile temas
halinde bulunurlar (Vinketova ve Mourdjeva 2016). Dendritik hiicre markir1 CD11c ile
MERTK ekspresyonlarina ¢iftli immunfloresan boyama ile baktigimizda; Sagliklhi
endometriumda bulunan stromal hiicrelerin arasinda bulunan dendritik hiicrelerde de
MERTK ekspresyonu hem sitoplazmik hem de niikleer olarak gozlendi. TP grubunda,
desidua hiicrelerinin arasinda ve trofoblast hiicrelerinin bir arka sirasinda bulunan
dendritik hiicrelerde de sitoplazmik olarak yogun MERTK ekspresyonu izlendi. URPL
grubunda hem desidua hiicreleri arasinda hem de trofoblast komsulugunda bulunan
dendritik hiicreler, zayif olarak niikleer, yogun olarak da sitoplazmik MERTK eksprese
etmekteydiler. Genel olarak baktigimizda saglikli endometriumda stromal hiicreler
arasinda ¢ok yogun bulunan MERTK eksprese eden dendritik hiicreler, URPL grubunda
sayica azalma gostermisti. Literatiire baktigimizda DC'ler {iizerindeki MERTK
indiiksiyonu, devam eden bir bagisiklik tepkisini smirlamak ic¢in kendi kendini
diizenleyen bir mekanizma olusturmaktadir. Bununla birlikte, MERTK'in bagisiklik
tepkisinin diizenlenmesiyle T hiicresi ¢ogalmasi lizerinde notralize edici bir etki
gosterir. DC'ler lizerindeki MERTK'in T hiicrelerinde MERTK ile PROSI etkilesimi
araciligtyla T hiicresi aktivasyonunu ve genislemesini kontrol ettigini bildirilmistir
(Cabezon ve ark. 2015). Bu durumda dendritik hiicrelerin iizerinde eksprese olan
MERTK adaptif immiin cevabin yikict etkisinden fetiisi korumaktadir. MERTK
eksprese eden dendritik hiicrelerin, URPL grubunda sayica azalmis olmasi gergeklesen
bu kaybin adaptif immiin sistemin devreye girmesi sonucunda gerceklesmis olabilecegi

sorusunu akla getirmektedir.

Antijen sunan hiicre olan dendritik hiicre nukleus ve sitoplazmasinda yogun MERTK
ekspresyonu izlendi. Farkli olarak URPL grubunda amniyotik epitelin trofoblast
hiicreleriyle degistigi bolgede bulunan trofoblastik hiicrelerde MERTK ekspresyonu
niikleer, sitoplazmik ve membranéz boyanma gostermekteydi. TP grubunda insan
materyali olmasi nedeni ile bu bdlgeyi denk getiremedik. Bu bdlgede ki ekspresyonu ile

ilgili veri sunabilmemiz i¢in denek sayisini arttirarak ilgili bolgenin eldesi saglanmaya

calisiimalidir.
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Hem PROS1 hem de GAS6 Gla igeren proteinler, yani gama- karboksilatli glutamik asit
artiklarini iceren proteinlerdir. Gla alani baslangicta kan pihtilasma faktorii protrombin
igerisinde tamimlanmisdi. Gla alanlari, antikoagiilan proteinlerde de bulunmaktadir.
Inflamatuar yanita benzer sekilde pihtilasma patolojik trombozu 6nlemek i¢in negatif
diizenlenme gerektirir. Aslinda PROSI’in en iyi karakterize edilen fonksiyonu, TAM
reseptoriinden bagimsiz olarak antikuagiilan 6zelligidir. PROS 1, kan dolasiminda
yaklasik 300nM bulunur ve burada bir baska Gla igeren protein olan aktiflestirilmis
Protein C (aPC) icin kofaktor olarak gorev yapar. Pihtilasma kaskadi ardisik proteaz
aktivasyon reaksiyonlari serisi araciligiyla basarilir. Koagiilasyon Faktorler V ve VIII,
protrombin boliinmesi ve pihti olusumu igin gereklidir. PROS1-aPC, Faktor V ve VIII'in
bozulmasimi destekler ve trombin olusumunu engeller. PROS1 ayrica protrombin
boliinmesini inhibe etmek i¢in aPC'den bagimsiz, antikoagiilan fonksiyonlara
sahiptir. GAS6'nin bilinen aPC kofaktor aktivitesi yoktur (Rothlin ve ark. 2015). PROS1
mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonu, TP desiduasinda saglikli endometriuma
oranla artis gostermekte, URPL desiduasinda daha da belirgin olarak yiikselmistir. TP
grubu koryonu ve URPL grubu koryonundaki PROS1 ekspresyonu degerlendirmesinde,
URPL grubunda PROSI1 ekspresyonunun hem gen hem protein diizeyinde artis
gosterdigi goriildii. Desidua ve koryonda TAM ligand1 ve antikuagiilan 6zellige sahip
PROSI artig1 sonucunda, MERTK ile etkilesime gegerek gebelik kaybina bagli apoptotik
hiicre temizlenmesinde beraberce rol oynuyor olabilirler. Yada kuagiilasyona yol
acabilecek bilinmeyen bir etkene maruziyet karsisinda PROSI’in asir1  artist
gerceklesmis ve bu da fagositik aktiviteyi artirarak fetusun kaybinda rol oynuyor

olabilir.

TYRO3 reseptorii TAM reseptorlerinin en az c¢alisildigi down streamindeki yolaklart en
az bilinenidir. TYRO3 sinyal yolaklar1 platelet agregasyonuna, hiicre transformasyonuna
ve osteoklastik kemik rezorpsiyonuna aracilik eder (Linger ve ark. 2008). TYRO3’iin
apoptotik hiicre fagositozunda 6nemli bir rol oynamadigi bildirilmistir (Zagorska ve
Traves 2014). TYRO3’de daha ¢ok memrandz boyanma dikkat ¢ekmistir. Hiicrelerin
baglanma yapigsma gibi fonksiyonlarina aracilik ediyor olabilir mi? Hiicreler arasinda

bariyer olusumunda rol oynuyor olabilir mi? gibi sorular akla gelmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Insanda sekresyon faz1 endometriumda TAM reseptér kinaz ve ligandlarinin gosterildigi

ilk ¢alismadir.

Ik trimester gebeliginde desiduada TAM reseptér kinaz ve ligandlarinin gosterildigi ilk

caligmadir.

[lk trimester gebeliginde koryonda TAM reseptor kinaz ve ligandlarinin gosterildigi ilk

caligmadir.

Ik trimester URPL desiduasinda TAM reseptdr kinaz ve ligandlarinin gosterildigi ilk

calismadir.

[k trimester URPL koryonunda TAM reseptdr kinaz ve ligandlarinin gosterildigi ilk

calismadir.
Gebelikte dendritik hiicrelerle kolokalize alanlarin tespit edildigi ilk ¢aligmadir.

Epitelyal mezensimal geciste rolleri olan Trofoblast kok hiicrelerinde gebelik

durumunda AXL ekspresyonun yapildigi ilk ¢alismadir.

Gebelige hazirlik agamasi ve ilk gebelik donemlerinde desidual hiicrelerde gerceklesen
desidualizasyonda goriilen poliploidide MERTK reseptoriiniin rolii olabilecegini

diistindiiren ilk ¢alismadir.

Kemik iligindeki NK larda sitotoksik olmayan NK olusumunda TAM reseptor kinazlarin
rolii biliniyordu. uNK’larin olusmasinda ve olgunlasmasinda TAM reseptorlerinin

roliine yonelik igaretler gosteren ilk ¢caligmadir.

Makale asamasina kadar vaka sayisi arttirilmasi calismanin giivenilirligini arttirmasi

acgisindan onemlidir.

Calismada maternal fetal kisimlarin ¢ok net ¢izgilerle ayrilmasimnin imkansizligindan

dolay1, Flowsitometri ile sorting yapilarak hiicrelerin ayrilmasi ve her hiicrede eksprese
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olan reseptor ve ligandlarinin kantitasyonunun yapilmasi, ¢alismanin kalitesini arttirmak

agisindan ¢ok onemlidir.
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