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OZET

Amag: Tekrarlayan gebelik kayiplari (TGK) gebeliklerin%?2-5'ini etkileyen sitogenetik
anormalliklerdir. ER stresi (ERS), ¢esitli kosullar altinda yanls katlanmis proteinlerin
birikmesiyle olusmaktadir. ERS proteinlerinin gebelik ve TGK sirasinda desidua ve
koryon villusta ekspresyon seviyeleri bilinmemektedir. ERS proteinlerinin
Agiklanamayan TGK (ATGK)'deki rolii hakkinda literatiir bilgisi yoktu. "ATGK’de,
ERS proteinlerinin ekspresyon diizeylerinin normal gebeliklere gore koryonik villus ve
desiduada farkli oldugu hipotezini olusturduk. ATGK’l1 hasta desidua ve koryon villus
orneklerinde, ERS proteinleri GRP78 ve CHOP un protein diizeyinde lokalizasyonlarin
ve ekspresyonlarini belirlemeyi ve normal gebelik durumu ile karsilastirarak hastaligin

etiyolojisi hakkinda fikir sahibi olmay1 amagladik.

Yéntem: Kontrol endometriyum (KE) (n = 6), istege bagl sonlandirilmis gebelik (ISG)
(n = 6) ve ATGK (n = 6) olarak {i¢ grup olusturuldu. Gebelik gruplarinin desidua ve
koryon alanlar stereomikroskop ile ayrildi. Doku takibinden sonra 5 mikronluk kesitler
alindi. HE ile morfolojisi ve immiinohistokimya ile GRP78 ve CHOP proteinlerinin

lokalizasyonlar1 degerlendirildi.

Bulgular : CHOP ekspresyonu ATGK’nin maternal boliimiinde KE’ye gore yiiksekti.
Stromal hiicrelerde GRP78 ekspresyonu, ATGK grubunda KE grubuna gore yiiksekti.
ATGK'deki desidual hiicrelerde de siddetli CHOP niikleer boyanmasi gozlenmistir. iISG
ve ATGK koryonunun sitotrophoblast ve sinsisyotrofoblastlarinda sitoplazmik ve

niikleer GRP78 ve CHOP boyamasi gézlenmistir.

Tartisgma: Immunohistokimyasal degerlendirmemizde gebeligin, maternal ve fetal
hiicrelerde ERS’ne neden oldugu, ATGK’de ISG’ye gore ERS proteini GRP78’in
yiiksek bulunmasi daha siddetli bir ERS’ne, CHOP ekspresyonunun normal gebelik
grubundan daha yiiksek siddette olmasi ise artmis apoptoza ve patalojik migrasyona

bagli gebelik kayiplarinin gelistirebilecegini akla getirmektedir.

Anahtar kelimeler: ERS, Agiklanamayan Tekrarlayan Gebelik Kaybi, Insan



ABSTRACT

Objective: Recurrent pregnancy losses (RPL) are cytogenetic abnormalities that affect
2-5% of pregnancies. ER stress (ERS) occurs related to the accumulation of misfolded
proteins under various conditions. The expression levels of ERS proteins in decidua and
chorionic villus during pregnancy and RPL were not known. There was no literature
information on the role of ERS proteins in the Unexplained RPL (URPL). We
established the hypothesis that "in (URPL), the expression levels of ERS proteins differ
in chorionic villi and decidua compared to normal pregnancies™. We aimed to determine
the localization and expressions of ERS proteins, GRP78 and CHOP, in the decidua and
chorion villus samples of the patient with URPL, and to have an idea about the etiology
of the disease.

Method: Three groups were formed as control endometrium (KE) (n = 6), optional
terminated pregnancy (TP) (n = 6) and URPL (n = 6). The decidua and chorion areas of
the pregnancy groups were separated under a stereomicroscope. After Tissue follow-up,
5-micron sections were taken. Morphology with HE staining and also localization of
GRP78 and CHOP proteins with immunohistochemical staining methods were
evaluated.

Results : CHOP expression was higher in the maternal part of the URPL group
compared to the control. GRP78 expression in stromal cells was higher in the URPL
group than in a healthy pregnancy. Severe CHOP nuclear staining was also observed in
decidual cells in URPL. Both cytoplasmic and nuclear GRP78 and CHOP staining were
observed in cytotrophoblast and syncytiotrophoblast cells in chorion samples of TP and
URPL patients.

Conclusion:As a result of our immunohistochemical evaluation, pregnancy caused
ERS in maternal and fetal cells, higher levels of ERS protein compared to normal
pregnancy samples in URPL patients, increased severity of CHOP expression than 1SG,
increased apoptosis, and pathology. suggests that migration-related pregnancy losses
may improve.

Key words: ERS, Unexplained Recurrent Pregnancy Loss, Human
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TABLOLAR DiZiNi

Immunohistokimyasal analizlerde kullanilan primer ve

sekonder antikorlar ve diliisyon oranlari



Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 2.

Sekil 2.
Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.
Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

Sekil 4.

SEKILLER DiZiNi

1. GER ve DER’in yapisal iligkisini gosteren ¢izim
(lurlaro ve Munoz-Pinedo, 2016)

2. ER Stresi molekiiler akis semasi1 (Remondelli ve Renna, 2017)

3. ER da hatal1 katlanmis protein yanitt molekiiler akis semasi
(KARKIN, 2019).

4. GRP78’in protein katlanmasindaki roliinii gdsteren sematik ¢izim

(KARKIN, 2019).

KE desidua HE boyamasi (A:4X-B:10X-C:40X)

ISG desidua HE boyamas1 (A:4X-B:10X-C:40X)

ATGK desidua HE boyamasi (A:4X-B:10X-C:40X)

Gebe olmayan Kontrol grubu endometriyumlarda eksprese edilen

2w b=

GRP78 immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (Damar: Ok)
(A:10X-B:40X-C:40X)

5. ISG grubu desidua 6rneklerinde eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-
C:40X)

6. ATGK grubu desidua orneklerinde eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

7. Kontrol, ISG ve ATGK grubu stroma/desidua’sinda eksprese edilen
GRP78 proteinin semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglari

8. ISG o6rneklerinden alman koryon villus fotomikrograflar: (HE)
(A:4X-B:20X-C:40X)

9. ATGK orneklerinden alinan koryon villus fotomikrograflar1 (HE)
(A:4X-B:10X-C:20X)

10. iSG grubu koryon villus 6rneklerinde eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-
C:40X)
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11. URLP grubu koryon villus 6rneklerinde eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-
C:40X)

12 ISG ve ATGK grubu Fetal kistmda eksprese edilen GRP78 proteinin
semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglari

13. Kontrol grubu endometriyum 6rneklerinde ekprese edilen CHOP
immiinoreaktivitesi ve negative kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-
C:40X)

14. iSG grubu desidua 6rneklerinde ekprese edilen CHOP
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi . (Ok: peri vaskiiler
boyanma ) (A:10X-B:40X-C:40X)

15. ATGK grubu desidua 6rneklerinde ekprese edilen CHOP
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi. (A:10X-B:40X-
C:40X)

16. Kontrol, ISG ve ATGK grubu stroma/desidua’sinda eksprese edilen
CHOP proteinin semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglari

17. iISG grubu koryon &rneklerinde eksprese edilen CHOP
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-
C:40X)

18. ATGK grubu koryon 6rneklerinde eksprese edilen CHOP

immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi

Sekil 4. 19. ISG ve ATGK grubu fetal kisimda eksprese edilen GRP78 proteinin

semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglar
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1. GIRIS

Bir proteinin 06zgiin islevini kazanabilmesi i¢in ii¢ boyutlu yapisin1 kazanmasi
onemlidir. Endoplazmik retikulum (ER) sekretuvar ve membran proteinlerinin
sentezinden, kalsiyum depolanmasindan, steroid ve lipitlerin sentezinden sorumlu
kesecik ve kanalciklardan olusan bir organeldir. N-glikozilasyon, disiilfit olusumu,
oligomerizasyon, hidroksilasyon endoplazmik retikulumda meydana gelir. ER, GER
(Graniillii endoplazmik retikulum) ve DER (Diiz endoplazmik retikulum) olarak iki
tipte organize olur. GER membraninda ¢ok sayida ribozom tasimakta ve
ribozomlardan  protein  sentezini ve  salgilanmasini  gerceklestirmektedir.
Ribozomlardan yoksun olan DER, protein sentezinden degil, fosfolipid, lipid sentezi,
karbohidrat metabolizmasi, kalsiyum dengesinin diizenlemesinde islevseldir.
Hipoksi, glukoz yoksunlugu ya da fazlaliginda veya kalsiyum dengesinin bozulmasi
sonucunda ERS (Endoplazmik Retikulum Stresi) meydana gelir. Hiicre ERS‘ile bas
edebilmek i¢cin UPR (Katlanmamis Protein Cevabi-Unfolded Protein Response)’yi
meydana getirir. ER liimeninde yer alan 3 farkli transmembran proteini vardir.
Bunlar; IREla (inositol Response Element 1), PERK (Protein Kinaz RNA benzeri
ER kinaz) ve ATF6 (Aktive edici Transkripsiyon Faktorii 6) olarak tanimlanmistir.
Bu proteinler BIP/GRP78 (Binding immunoglobulin protein)’in ayrilmasiyla aktive
olarak UPR’yi baglatirlar.

IREla endoriboniikleaz aktivitesi olan transmembran proteinidir. Saperonlar,
membranin yeniden modellenmesini ve ER’le iligkili yikimi baglatarak hiicre
siklusunun durdurulmas: gibi bir takim olaylara onciiliik etmektedir. PERK, stres
siirecinde, dimerize olur ve protein sentezini durdurarak ATF4’lin niikleusa
gecmesini saglar. Boylelikle aminoasit metabolizmasinin, saperonlarin, membran
biyogenezinin, lipid biyosentezinin ve oksidatif stres cevabiyla ilgili genlerin
transkripsiyonunu artirir. ATF6, 16sin fermuar protein ailesinin bir {iyesidir ve ERSE
(ER Stres Element)’nin aktivasyonuyla ER saperonlari, aminoasit metabolizmasinin,
membran biyogenezinin ve lipid biyosentezinin oksidatif stres cevabiyla ilgili
genlerin aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktorii gibi davranir. Hiicresel ve
cevresel faktorlerden kaynaklanan kalsiyum dengesindeki anormallikler, protein
sentezindeki artig, viral enfeksiyonlar ve glukoz yoksunlugu, ER homeostazini

bozdugu i¢in katlanmamis ya da yanlis katlanmis protein miktarini arttirarak ERS’ne



neden olur ve UPR sinyal yolunu aktive eder. Ayrica ERS’ni aktive eden durumlar
igerisinde, ozmotik ve oksidatif stres, c¢esitli kimyasallarin  epigenetik
mekanizmalarda ve gen ekspresyonunda yaptigi degisiklikler de bulunmaktadir. Ayni
zamanda ERS de, ROS iiretemine neden olur. ROS’ da, Ca++ homeostazina ve yanlis
protein katlanmasina neden olarak ERS’ni tetikler (Malhotra ve Kaufman, 2007).
Ozmotik stres, ERS aracilifiyla apoptozu uyararak oosit olgunlagmasi ve embriyo
gelisimini olumsuz etkiler (Hao ve ark., 2003; Im ve ark., 2005; J. Y. Zhang ve ark.,
2012; T. Lin ve ark., 2015; T. Lin ve ark., 2017). ER liimeninde yanls katlanmig
proteinler biriktiginde ERS’ ni iyilestirmek i¢in UPR sinyal1 aktive edilir. Uzun sureli
stress altinda CHOP aktive olur (Szegezdi ve ark., 2006). Stresin engelenemedigi
durumda CHOP/GADDI153 (C/EBP homologous protein/growth arrest and DNA
damage 153), Jun N-terminal kinaz (JNK) ve Kaspaz 12 yolaklar1 aktive olur. (van
der Kallen ve ark., 2009; Abraham ve ark., 2012; Huang ve ark., 2017).

Iki ve daha fazla klinik basarisiz gebelik, tekrarlayan gebelik kaybi olarak
adlandirilir (Medicine, 2012; El Hachem ve ark., 2017). Ebeveyn karyotipi, anne
yast, endokrin anormalikler, otoimmun bozukluklar, genetik anomaliler,
enfeksiyonlar, konjenital ve uterinal anormallikler, sistemik endokrin etkenler
(diyabet) hakkinda detayli aragtirmalar yapilsa da TGK (Tekrarlayan Gebelik
Kayiplar1 - Recurrent Pregnancy Loss) vakalarmin 9%350’sinin sebebi halen
aciklanamamustir (Jaslow ve ark., 2010; Shahine ve Lathi, 2015). (Novakovic ve ark.,
2011; Medicine, 2012; Kohan-Ghadr ve ark.,, 2016; Jiang ve ark., 2017).
(Christiansen ve ark., 1990; El Hachem ve ark., 2017). (Hanson ve ark., 1990;

Jovanovic ve ark., 2005).

Gebelik kayiplarinda etkili olan faktdrlerin tekrarlayan gebelik kayiplarinda da etken
olabilecegi agiktir. Ancak bu faktorlerden hangisi veya hangilerinin gebelik kayibinin
“tekrarlamasina” neden olan etken oldugu ya da bunlarin disinda bagka bir etkeninin
mi etkili oldugu acik degildir. Calismamizda; ATGK’de rol alabilecegini
diisiindiiglimiiz  ERS mekanizmasinda etkili GRP78 ve CHOP proteinlerinin

ekspresyon diizeylerini belirlemeyi amacladik.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Gebelik

Ovum ve spermn birlegsmesiyle olusan zigot boliinerek dnce blastomerleri daha sonra
hiicrelerin bolinme eksenleri ve kutuplagsmalarima gore diizenleme gegirerek
trofoektoderm ve embriyoblastlart meydana getirir. Gelismekte olan blastosist 1-3
giin endometriuma ulasmadan Once uterusda kalir, 5-7 giin sonra blastosistin
yiizeyinde gelisen trofoblast hiicreleri sayesinde implantasyon gergeklesir.
Implantasyon gerceklestikden sonra trofoblastlarla birlikte diger komsu hiicreler
hizla prolifere olarak plasenta ve zarlari olusturur. Korpus luteumdan salgilanan
progesteron hormonu endometrial stromal hiicreleri desidua hiicrelerine doniistiiriir.
Trofoblast hiicreleri desiduay1 kaplayarak hiicresel sindirim ve emilime baslarlar.
Trofoektodermal hiicreler sitotrofoblastlar1 (STB) olusturur. Sitotrofoblastlari ve
embriyoyu sitotrofoblastlardan koken alan sinsityotrofoblast (SB) hiicreleri sarar.
Plasenta maternal ve fetal kisimlarin hormonal ve metabolik iligkileri saglayan
ekstraembriyonik bir yapidir. Fetiisiin gelisimini saglamak ve reddini 6dnlemek i¢in
plasentadaki hiicresel dinamikler, vaskiiler gelisim ve dallanmanin normal sekilde
gerceklesmesi  gereklidir (Keith L. Moore; langman medikal embriyoloji).
Doéllenmeyi takiben embriyonun yerlesecegi maternal kisim; uterus epiteli, bag
dokusu ve kan damarlarindan olusurken, maternal boliimle iliskili fetal kisim ise
trofoblast hiicreleri, kan damarlari, embriyonal bag dokusundan olusmaktadir.
Doélenmeyi takiben olusan zigot uterusa ulagsmaya calisirken endometriyal stromal
hiicreler ve ekstraseliiler matriks yapisal degisikliklere ugrayarak desiduaya doniisiir.
Endometriyal stromal hiicreler, yuvarlak ve biiyiik desidual hiicrelere farklilasir.
Desidua fonksiyonel endometrium tabakasidir. Desidua bazalis, desidua kapsiilaris
ve desidua pariyetalis olarak 3’e ayrilir. Progesteron gebelik hormonudur(Spencer ve
ark., 2004). Desiduanin stromal hiicreleri artan progesteron mikarindan etkilenip
biiyiliyerek desidual hiicreleri olusturur. Glikojen ve lipid biriktiren desidual hiicreler
koryon zar1 etrafinda dejenere olarak, uterus salgisi ve anne kaniyla embriyonun
beslenmesini saglar. Ayrica desidual hiicrelerin sinsisyotrofoblastlara kars1 maternal

organlar1 koruyucu bariyer islevinden de bahsedilmektedir (Loke ve ark., 1995).

Trofoblast hiicreleri ise birbiriyle yakin temasta sinsityotrofoblastlara ve

sitotrofoblasta farklasir. Sinsisyotrofoblastlar, hCG (Human chorionic gonadotropin),

3



laktojen, progesteron ve dstrojen salinimindan sorumludur. Organel olarak da Golgi
kompleksine, ¢ok sayida mitokondriyona, yag damlaciklarina, GER ve DER’e
sahiptirler. Sitotrofoblastlar ise steroid hormonlarinin ve hCG hormonlarinin
kaynagidir.  Gelisimin 13. giinlinde sinsityotrofoblast, sitotrofoblast ve
ekstraembriyonik somatik mezoderm birleserek koryonu yapar ve koryonik kavite
denen boslugu olusturur. Implante olmus embriyo beslenmesini ilk olarak histotropik
ovidukt ve wuterus sekresyonunu fagositoz yoluyla trofoektoderm tarafindan
almmastyla karsilar. Implantasyondan ve koriyoalantoik plasenta degisiminden sonra
haemotropik beslenmede gereksinimler maternal ve fetal dolasim arasinda maddesel
gecisle saglanir. Gebeligin 8. haftasina kadar uterus bezlerinin salgilari
sinsityotrofoblastlar vasitasiyla damara aktarilir. Erken gebelik doneminde maternal
proteinler solomik bosluklarda birikerek fetusa sekonder vitellus kesesi yoluyla
taginir. i1k trimesterde diisiik oksijen konsantrasyonunda besin saglandig1 igin fetiis

icin radikal oksijen hasarlar1 distiktiir (Burton ve ark., 2001).

2.2. Gebelik Kayb1

Olusan gebeliklerin %10-12’si klinik olarak kaybedilir (Salem ve ark., 1984). Erken
hamilelik insanlarda ilk iki trimester olarak nitelendirilen; kemirgenlerde, ilk 10
giinliik gebelik donemi olarak sinirlandirilan siiregtir (Moyce ve Dolinsky, 2018).
TGK, ciftlerin % 1-5'ini etkileyen onemli bir iireme sorunudur. Bunlarin %15-25
spontan diisiiklerle sonuglanir (Brezina ve Kutteh, 2014). Gebelik kaybi, dogumun
gerceklesecegi zamana gelmeden kendiliginden sonaeren bir gebelik olarak
tanimlanabilir (Regan ve Rai, 2000). Gebelik boyunca trofoblastlar, bir yandan
hormon ve sitokinler salgilarken, bir yandan da mekanik bariyer olusturur. Gebeligin
sirdiiriilmesi i¢in endometriumda dogal immiin cevap ve inflamatuar sitokinler
baskilanarak anne i¢in yabanci olan embriyoya immiin tolerans yaratilir (Alecsandru

ve Garcia-Velasco, 2015).

Gebelik kayiplar1 primer ve sekonder olarak 2’ye ayrilir. Primer TGK, kadinlarda iki
veya daha fazla gebelik kayb1 oldugunu tanimlar. Sekonder TGK ise normal gebelik

sonucu 3 ve daha fazla gebelik kaybini tanimlar (Silver ve ark., 2011).

Spontan erken diisiiklerin %60°1 kromozomal anormaliklerden kaynaklanir. TGK’nin
nedenlerinden birisi olan uterinal anormalikler kadinlarin %19 unda konjenitaldir

(Jaslow ve ark., 2010; Werner ve ark., 2012).



Submukozal miyom ve polipler kadinlarin % 4.5'inde bulunur. TGK'li kadinlarin ise
% 2-3'Unt teskil eder (Rayburn, 2014). TGK igin 6nem tasiyan otoimmiin durum
Antifosfolipit trombofili sendromudur (APS) ve TGK vakalarmin %5-20'sini

olusturur.

Gebeligin dogum asamasina gelmeden kendiliginden 20. haftadan once embriyo ve
fetiis eklerinin uterus disina atilmasi diisiik (abortus) olarak tanimlanir. Gebelik kayb1
12. haftadan Once gergeklesiyorsa erken diisiik, 12 ile 20. haftalar arasinda
gerceklesiyorsa gec diisiik olarak adlandirilmaktadir. Disiiklerin %80°1 birinci
trimesterde gozlemlenmektedir. Anlagilamayan gebelik kaybi yasayan hastalarm
birinci dereceli akrabalarinda Human Lokosit Antijen (HLA) tiirleri, immiin sistem
bozukluklar1 gibi faktorlerle iligkili olarak TGK goriilmistiir (Christiansen ve ark.,
1990). Biitiin gebeliklerin %15-40’1 spontan diisiik ile sonlanmaktadir. Bunlarin
%75°1 16. haftadan 6nce, % 62’si 12. haftadan 6nce ger¢eklesmektedir (Andersen ve
ark., 2014). Sporadik abortuslar ve Habituel abortuslar olarak (tekrarlayan diisiikler)
abortuslar 2’ye ayrilir. Kronik patolojinin olmadigi 2-3 haftalik embriyo kayiplari,
sporadic abortusalardir ve spontan abortuslarin  %97-99’nu bunlar olusturur
("Medical treatment of ectopic pregnancy,” 2008). 20. gebelik haftasindan énce 3 ve
daha fazla gebelik kayiplari, habitiiel abortuslar olarak tamimlanmaktadir. 300
gebelikte bir goriilen TGK’nin %12-16s1 anatomik faktorlerden, %17-20’si endokrin
faktorlerden, %20-50’si immmiinolojik faktorlerden ve %10’u da diger faktorler
kaynaklanmaktadir. TGK etiyolojik olarak da maternal, paternal ve fetiisa ait
sebeblerden kaynaklanir. Embriyodaki kromozomal anormallikler nedeniyle diisiik

yapma riski anne yasi ilerledik¢e artarmaktadir (Stephenson ve ark., 2002).

Maternal kaynakli sebepler (enfeksiyonlar, endokrin faktorler, anatomik,
immiinolojik faktorler, toksik sebebler vb.) ve paternal kaynakli sebepler (spermatik
kromozomal translokasyonlar, DNA azlhigi) gebelikl diisiise basarisini
diistirebilmektedir. (Geyman ve ark., 1999; Child ve ark., 2001).

Fetusa ait nedenler ise %14,6 oraninda monozomi X (45X0), %?20’lik oranda
triploidiler, %5.6 oraninda tetraploidi, %3.8 oraninda translokasyonlar, embriyoda
konjenital anomaliler yaratarak spontan abortusa neden olur (Geyman ve ark., 1999).

Gebelik 3 trimesterden olusur. 2. trimesterde servikal zayiflikla ilgili uterus



malformasyonlart 1. trimesterdeki kadinlara gore daha fazladir (Grimbizis ve ark.,
2001).

Olus zamanlarina gore abortuslar 3 grupta incelenmektedir:

1. Subklinik abortus: Normal zamaninda veya birka¢ giin gecikme sonrasi

menstruasyon ile gebelik sonlanir.

2. Erken abortus: Birinci trimesterde 12. haftanin sonuna kadar olusan abortuslardir.
Tespit edilebilen abortuslarin en az %50’si fetal kromozomal anomaliler sonucu

ortaya ¢ikar.
3. Geg abortus:13-20 haftalar arasinda olusan abortuslardir (Andersen ve ark., 2014).
Olus sekillerine gore abortuslar 2 grupta incelenmektedir:

1. Spontan Abortus: 20. haftadan 6nce gebeligin kendiliginden sonlanmasidir. Anne
yast Onemlidir. Bu oran 20-24 yas grubundaki annelerde yaklasik %8 iken 40
yasindan sonra %26’ya yiikselir (Hebert ve ark., 1986; Coulam, 1995).

2. Provoke abortus: 2 alt grupta incelenir;

a. Medikal (terapotik) abortus: Gebeligin devaminin hayati tehlike olusturdugu agir
maternal hastaliklar, ciddi anormal ultrasonografi (USG) bulgulari, fetusta

kromozomal anormaliler,

TORCH (TORCH ifadesinde; T, Toksoplazmozisi; R, Rubellay;; C,
Cytomegalovirusu ve H, Herpes Simplex viriisii ifade eder. Hepatit B, Leptospirozis,
Epstein Barr Virus (EBV), HIV ve Human Parvovirus B19'u icermektedir) ve

teratojenik ila¢ kullanimi1 gibi nedenlerle sonlandirilan gebeliklerdir.

b. Istemli abortus: Fetiis veya anne igin herhangi bir tibbi risk yok iken, gebeligin

sonlandirilmasidir.

Kisinin kendisi ya da bir bagkasinin uygun olmayan kosullarda gebeligi
sonlandirmasi kriminal abortus, bu islem esnasinda genital organlarda enfeksiyon

olugmasi sonrasi diisiik ger¢eklesmesine septik abortus adi verilir.



Gebelik  kayiplarimin = ¢ogu, kromozomal ve genetik anormalliklerden
kaynaklanmaktadir. Anormallik oositten, spermden veya erken evre embriyosundan
kaynaklanabilir. Tekrarlayan gebelik kaybi yasayanlarda diistik riski %17 ile %25,
dordiincii gebelik kaybi ise %25-%46 arasindadir (Jeve ve Davies, 2014). Bazen
anne yagindan kaynakli, kotii yumurta kalitesi gebelik kaybiyla sonuglanabilmektedir
(Kutteh, 2014). TGK’li hastalarda plazma hiicrelerinin varligi endometritin
gostergesidir. Bu durum hastalarin %58’ni teskil ettiginden endometritin gebelik

kaybina neden olusturabilecegini diisiindiirmeketedir (EI Hachem ve ark., 2017).

Bazen dogustan bazen de diisiikler nedeniyle kadinlarda uterusta yapisal
anormalikler gelisebilir. Bu yapisal olumsuzluklar da disiiklerin nedenini

olusturabilmektedir.

Birgok calisma, sigara, alkol ve kafein kullanimi, obezite ve baz1 mesleki tehlikelere
maruz kalma gibi faktorlerin TGK ihtimalini arttirabilecegini 6ne stlirmiistiir.
Trombofili anne babadan fetusa gegen tromboz riskini artiran kalitsal hastaliktir.
Inflamasyon, antifosfolipid sendromu, bazi kanserlerde, protein C ve protein S
eksikliginde pihtilasma faktorlerinde artma trombozla sonuglanabilir. Plasental
bozukluklar, trofoblast invazyonundaki sorunlar gebelik kayiplartyla sonuglanir.
Hastadaki trombojenik degisiklikler uteroplasental kan akiminda azalmaya, plasental
tromboza ve gebelik kayiplarina neden olur (Stella ve Sibai, 2006). Bir ¢alismada ise
kadinlarda uterusta dogal oldiiriicii hiicre sayilarinin TGK’li kadinlarda daha yiiksek

oldugu goriilmistiir (Saravelos ve Li, 2012).

Yapilan arastirmalarda, yiliksek hemoglobin Alc seviyesi olan kadinlarda fetal
anomalili gebelik ve diisiik riskinin yliksek oldugu bilinmektedir. Tiroid hastaligi
(hipo ya da hipertiroidizm) gebelik kaybi ile iliskilendirilmektedir. Tekrarlayan
gebelik kayiplarinda trombofili nedenleri arasinda APS (antifosfolipid sendromu)
bir¢cok gebelik komplikasyonu ile de iligskilendirilmistir. APS tanimi, APAs (Anti
Phospholipid Antigens) kotii gebelik sonuglari ya da vaskiiler trombozlarin
birlikteligini belirtmektedir. APAs’lar fosfolipidleri baglayici plazma proteinlerine
kars1 afinitesi olan heterojen bir grup otoantikoru igermektedir. Human Leukocyte
Antigen (HLA) antijenlerinin, maternal immiin yanit1 bozarak, gebelik kayiplarina
neden oldugu disiiniilmektedir (Coulam ve Coulam, 1992). Tekrarlayan gebelik

kayb1 izlenen kadinlarin eslerinin lenfositleri ile immiinize edilmeleri tedavi olarak
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denenmis fakat etkinligi ile ilgili anlamli sonuglar alimamamistir (Coulam ve

Coulam, 1992).

Sitogenetik anormallikler, trombofili tekrarlayan diisiik yapma riskini arttirsa da
ancak olusan diisiiklerin nedenleri tam olarak anlagilamamistir. Diisiik i¢in iyi bilinen
risk faktorleri, maternal yasin artmasi, diisiik Oykiisii ve infertilitedir (Axmon ve
Hagmar, 2005). Gestasyonunun ilk trimesterinde HB-EGF'nin plasentasyon
esnasinda, trofoblastin gelisimini ve yasamimi siirdiirmesinde diizenleyici rol
oynadigi belirlenmistir (S. Zhang ve ark., 2013). Sitokinler, lipit mediatorler,
morfogen genler ve biiyime hormonlart implantasyon isleminde ovaryan
hormonlarla (Gstrojen, progesteron) birlikte fonksiyon gosterir. Trofoblast
fonksiyonlarni etkiliyerek TGF-B, IGF, EGF, IFN-a, IFN-y, IL-1, IL-11, IL-8
basarili gebeligin gerceklesmesinde Onemli rol oynarlar (Suman ve ark., 2013).
Biiyiime faktorleri ile interlokinler arasindaki sinyal iletimi blastosistin tutunmasina
yardimc1 olur. Blastosistler endometriuma tutunarak i¢ ve dis sinsisyotrofoblast
hiicrelerini olusmasini saglar. Dis sinsisyotrofoblastlar endometriyal hiicrelerin
apoptozunu tetikleyen bir takim faktorler de salgilayarak desidual ekstraselliiler
matriksin degrede olmasini saglamaktadir (Armant, 2005). Dis sinsisyotrofoblast
hiicreleri proteinlerin, steroid hormonlarin ve biiylime faktorlerinin sentezi ve
salgilanmasinda rol oynamaktadir. I¢ sinsisyotrofoblast hiicreleri siki hiicre gruplari
olusturarak ekstravilloz trofoblastlara, bunlar da endovaskiiler trofoblastlara
dontismektedirler (Modi ve ark., 2012; Soares ve ark., 2012). Gebelikte immiin
hiicrelerin rolii biiyliktiir. Birinci trimesterin sonuna kadar T hiicreleri, NK hiicreleri
ve makrofajlar sayica fazladirlar. immiin hiicrelerin diizenlenmesinde, apoptozun
inhibisyonunda, inflamasyon ve hemostaz uyarilmasindaki sorunlar, ATGK’de rol
alabilirler. ERS nin hem apoptoz hem de inflamasyon {izerinde etkileri bilinmektedir

(Ron ve Walter, 2007).

Polikistik over sendromu (PCOS) 6nemli bir infertile sebebi olup, kadinlarda %40
oraninda rastlanan TGK sebeblerinden biridir. Maternal obezite, dusiik riski
olusturan faktorlerden biridir. Intrauterin Sliime sebep olan PKOS tedavisi goren
hastalar da risk grubudur. (Clifford ve ark., 1994; Rai ve ark., 2000; J. X. Wang ve
ark., 2000; Froen ve ark., 2001). TGK yasayan kadinlarda, yiiksek aglik insiilini ve

insiilin direnci izlenmistir. Asirt androjen fazlaliginin, dolasimdaki testosteron



konsantrasyonunu ve PCOS riskini artirarak diisiik riskini artirdigi bilinmektedir.
Hiperhomosisteinemi, endometriyal kan akimi ve damar biitiinligiinii etkileyerek,
vaskiiler endotelyumda oksidatif stresin artmasina ve dolayisiyla erken gebelik
kaybina neden oldugu bilinmektedir (Quere ve ark., 2001; Schachter ve ark., 2003;
Ispasoiu ve ark., 2013). Polikistik over sendromunda LH’nun asir1 salgilanmasinin
diistik icin bir risk faktorii oldugu rapor edilmistir (Rai ve ark., 2000). Tekrarlayan
gebelik kaybi yasayan kadinlarin %57 sinde iriner LH yiiksekligi tespit edilmistir
(Clifford ve ark., 1994). Yiiksek LH’nun zararl etkilerini azaltmak i¢in gonadotropin
salgilayan hormon analoglar1 kullanilarak LH etkisi baskilanabilmektedir (Clifford
ve ark., 1994; Madani ve ark., 2012).

Prolaktin hormonu kadin {iremesinde Onemli role sahiptir. Yiiksek prolaktin
ovulasyondaki disfonksiyonla iligskilendirildiginden TGK’li kadinlarda yaygin olarak
seviyesi Olg¢iiliir. Prolaktin endometrial stromal hiicrelerin proliferasyonunu ve
farklilasmasini etkileyerek embriyo i¢in endometriyumu fizyolojik ve morfolojik
olarak diizenler. Ayrica bolgesel etkili biiylime faktorlerinin uterusa alimini arttirir ve

maternal fetal arayiizde sitokin iiretiminin diizenlenmesini saglar.

Luteal faz bozuklugunda korpus Luteumun yetersiz progesterone lretimi ve
endometriumun implantasyon i¢in yeterli hale gelememis olmasi implantasyon
kaybina neden oldugunu diisiindiirmektedir. TGK’na sahip kadinlarin % 35'inden bu
olgunun sorumlu oldugu bildirilmistir (Graham ve Clarke, 1997; Arredondo ve
Noble, 2006; Dante ve ark., 2013).

Hipertiroidizm olan gebelerin spontan diisiik, konjestif kalp yetmezligi, tiroid,
preterm dogum, preeklampsi, fetal biiyiime geriligi riskinin yiiksek oldugu
belirlenmistir (Glinoer, 1998).

Implantasyon penceresinde gergeklesen immiinolojik bir degisikligin ER stresiyle
iligkili oldugu ve tekrarlayan diisiiklere sebep oldugu bildirilmistir (Galgani ve ark.,
2015). Gecikmis implantasyonla gebelik kayiplart arasinda bir iligki olabilecegi de
diistiniilmektedir. Embriyonik trofoblastik hiicreler tarafindan salgilanan progesteron,
metalopeptidaz, 0Ostradiol ve inhibit6rler,implantasyonda ve  blastosistin
endometriuma tutunmasinda rol almaktadir (Tien ve Tan, 2007; Szekeres-Bartho ve

Balasch, 2008). Luteal fazda endometrium iizerinde etkili olan hCG apoptotik 6liimii



geciktirebildiginden TGK igin 6nem tagimaktadir (Lovely ve ark., 2005; Tien ve
Tan, 2007). Ancak, ERS’nin birinci trimesterdeki (12. haftaya kadar) gebelik

kayiplarindaki roliiyle iliskili literatiir bilgisine rastlanilamamustir.

2.3. Endoplazmik Retikulum (ER)

ER membrandz bir hiicre i¢i organel olarak salgilamadan sorumlu, hiicresel
proteinlerin yaklasik {i¢te birinin iiretilmesine ve katlanmasina katkida bulunur. ER
sitoplazmanin biiyiik bir boliimiinii kapsayan uzun tiibiiller yoluyla molekiillerin
sitoplazma igerisinde genis alanlara transfer edilmesini saglar (Palade ve Porter,
1954; Almanza ve ark., 2019). ER toplam hiicre zarinin %60'1n1 olusturur ve
dogrudan veya dolayli olarak nukleus, Golgi cisimcigi, mitokondri ve proteozomlar

gibi hiicrenin bazi organelleri ile etkilesim i¢indedir.

ER bir proteinin 06zgilir islemini kazanabilmesi i¢in ii¢ boyutlu yapilarini
kazanmasinda gerekli katlanmalarin gergeklestirildigi organeldir. Sekretuvar ve
membran proteinlerinin sentezinde, kalsiyum depolanmasindan, steroid ve lipitlerin
sentezinden sorumlu kesecik ve kanalciklar seklinde yapilanmistir. ER GER
(Graniillii endoplazmik retikulum) ve DER (Diiz endoplazmik retikulum) olarak 2’ye
ayrilir. GER iizerinde yer alan ribozomlar, protein sentezi ve salgilanmasini
gergeklestirir. DER ribozomlardan yoksundur, protein sentezinden degil, fosfolipit,
lipid sentezi, karbohidrat metabolizmasi, kalsiyum dengesinin diizenlemesinde
islevseldir. Proteinlerin katlanarak fonksiyonel yapilarii kazanmalarindan, hiicre
igine ve hiicre disina taginmasindan, lipit biyosentezinden DER sorumludur. DER
ribozomlarin  olmadigi  anastomozlasan  kisa  tiiblillerden  olugmaktadir.
Adrenokortikal hiicreler ve testikiiler Leydig hiicreleri gibi steroid sentezleyen ve
salgilayan hiicrelerde iyi gelismistir, detoksifikasyondan ve zararli maddelerin
konjugasyonundan sorumlu organeldir. ER'un gen regiilasyonu igin gelen sinyalin
cekirdege iletilmesinde ve hiicre icindeki hassas metabolik degisikliklerin

algilanmasinda rol oynadigi bilinmektedir (Ron ve Walter, 2007).

Plazma hiicreleri ve beta hiicreleri, sekretuvar protein talebini karsilamak i¢in GER
bakimindan zenginken, karaciger hiicreleri ise ilag detoksifikasyonunda rol oynayan
cok miktarda DER’e sahiptir (Sekil 1). Ca' birgok hiicre i¢i ve hiicre dis
sinyalde gen ekspresyonu, protein sentezi ve hiicre g¢ogalmasi, farklilagmasi,

metabolizmas1 ve apoptozda rol alir. ER, Ca™ diizenlemesinde 06nemli rol
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oynamaktadir (Meldolesi ve Pozzan, 1998; Clapham, 2007). ER homeostazini bozan
kosullar, genellikle “ER stresi” olarak adlandirilan hiicresel bir durum olusturur. ER
stresine hiicresel cevap, stresin lstesinden gelmek ve ER homeostazini geri

kazanmak i¢in adaptif mekanizmalarin aktivasyonunu igerir (Hetz, 2012).

Nuclear envelope

Rough endoplasmic
reticulum

Smooth endoplasmic reticulum

Sekil 2. 1. GER ve DER’in yapisal iliskisini gosteren ¢izim (lurlaro ve Munoz-Pinedo, 2016).

2.3.1. Endoplazmik Retikulum Stresi

Hiicrenin protein sistemi, GER ve ribozomlardan olusmaktadir. Viral enfeksiyonlar,
enerji veya besin yoksunlugu gibi c¢esitli fizyolojik ve patolojik kosullar, protein
sentezi ve katlanmasi iglevinde ER kapasitesini zorlayabilir. Bu durum ER’de
katlanmamis veya yanlis katlanmig proteinlerin birikmesine neden olabilmektedir.
Hiicredeki bu olumsuzluklar ER stresi (ERS) olarak adlandirilan tabloyu ortaya
¢ikarmaktadir (Jing ve ark., 2012). Endoplazmik retikulum (ER) protein katlanmasi,
taginmas1 ve sentezi igin onemli bir organeldir. ER mikrogevresi; Ca™ tiikenmesi ,
hipoksi ve N-terminal glikozilasyonunda meydana gelen fonksiyon bozuklugundan
etkilenir ve bu durum ER stresine sebep olur (Koumenis, 2006). Hiicre dis1 ve / veya
hiicre i¢i modifikasyonlara cevap olarak, hiicreler, protein homeostaz1 olarak
adlandirilan bir mekanizma yoluyla protein sentezi ve yikimi arasinda bir dengeye
aracilik ederek fizyolojik fonksiyonlar: siirdiiriir. Katlanmis veya yanlis katlanmig
proteinlerin ER liimeninde birikmesi, ER stresiyle sonuglanir ve UPR islemini aktive

eder. ER’un katlanma kapasitesini artirmak ve protein sentezini yavaslatmak igin bir
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ka¢ sistemi bir araya getirir. UPR yolag1 etkili olursa ERS esnasinda da protein
sentezi devam eder, hiicresel hemeostaz diizenlenir. ERS devam eder ve UPR ile bas
edemezse, hiicrede oksidatif stress ve apoptoz yolaklar1 aktive olur (M. Wang ve
Kaufman, 2016). ER membraninda ERS’in ii¢ sensorii yer alir. Protein kinaz R
(PKR) benzeri ER kinaz (PERK), inositol gerektiren protein la (IREla) ve ATF6a
(ayrica siklik AMP'ye bagl transkripsiyon faktorii 6a olarak da bilinir). Hiicre stress
altinda olmadig1 zaman ER saperon baglayici immiinoglobulin proteini (BIP) yani
GRP78, PERK ve IREla baglanarak inaktif durumda tutar. Artmis baglayici protein
BIP/GRP78 yanlis katlanmay1 hafifletir. BIP/GRP78'in yanlis katlanmig proteinlere
daha fazla baglanmasi hem PERK'In hem de IREla’nin dimerizasyonu ve
aktivasyonunu kolaylastirir (Cui ve ark., 2011; Wu ve ark., 2014). Protein ilk diiz
zincir halinde sentezlenirken daha sonra ii¢ boyutlu yap1 kazanir. U¢ boyutlu yapida
herhangi bir sorun olmasit durumu katlanmamis yada yanlis katlanma olarak ifade
edilmektedir. GRP78 (BIP) adi verilen molekiiler yada refakat¢i protein tarafindan
PERK, IREla ve ATF6 bagl halde tutularak ER liimeninde inaktif halde bekletilir.
Herhangi stres durumunda GRP78 liimene giderek membrana bagli proteinlere
baglanir ve PERK, IREla ve ATF6a’y1r aktif hale gecirerek ER liimeninin
genislemesini saglar. ER kapasitesini asacak miktarda protein biriktigi zaman sinyal
yolaklar1 aktive olur. GRP78/BIP bunlardan ayrilir ve ilk olarak Golgi’ye gider ve
burada Sitel (Sinyal Tanima Partikilii 1) ve Site2 (Sinyal Tanima Partikiilii 2)
proteazlar tarafindan proteolize ugrar. bZIP (Basic Leucine Zipper -Esas Losin
Fermuar Domaini) domaini i¢iren ATF6 nukleusa tasinarak hedef genlerinin
aktivasyonunu saglayan transkripsiyon faktorii gibi davramir. ER saperonlari,
aminoasit metabolizmasi, membran biyogenezinin lipid biyosentezinin oksidatif stres
cevabiyla ilgili genlerinin transkripsiyonunu artirir. IREla fosforile olur. XBPI
mRNA’sin1 (X-box baglayici protein 1) belirli bolgelerden keserek, splice formu
olusturulur. XBP1s ¢ekirdege tasinirak, ER saperonlarinin ve ERAD proteinlerinin
ekspresyonunu, ROS’la ilgili genlerin transkripsiyonunu artirir. PERK fosforile olur
E1E2 (fosfo2a) ATF4’tin aktif hale gelmesini saglayarak genel protein
translasyonunu azaltir. UPR’nin asil amaci sitoplazmik olan olay1r nukleusa

yansitacak bir kaskat olusturmasidir (Sekil 2).

ER stresine karst hiicre katlanmamis protein yaniti baglatir (UPR). UPR sinyal

proteinleri, ER stresinin neden oldugu sorunlari onararak, ER homeostazini
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saglamaktadir. Fizyolojik kosullar altinda, PERK, IREla ve ATF6 proteinleri
liiminal alanda, onlar1 inaktif tutan ER saperonu GRP78/BiP'e bagli olarak tutulur.
Katlanmamig ya da yanlis katlanmis proteinler ER'de birikirse, biriken proteinlerin
katlanmasina yardimei olmak i¢in BiP bu komplekslerden ayrilir. UPR sinyali IREla
(inositol gerektiren protein -1a), PERK (protein kinaz RNA (PKR) benzeri ER kinaz)
ve ATF6 (aktive edici transkripsiyon faktorii 6) dan olusan ii¢ transmembran proteini

aracilifiyla gerceklesir. UPR ile birlikte 3 adaptif cevap meydana gelir;

1. Genel protein sentezini azaltarak, ER’daki protein katlanma yiikii azaltilir.
2. ER protein katlanma kapasitesini artirir.
3. ERS ¢ok siddetli ve uzun siireli ise, ¢evre hiicrelere zarar gelmesini 6nlemek

i¢in hiicre apoptoza yonlendirilebilir (Szegezdi ve ark., 2006).

ER stres durumundayken apoptoz indiikleyici CHOP’un transkripsiyonu UPR’nin ii¢
farklh sinyal yolundan indiiklense de, CHOP protein ekspresyonunun artmasi igin

PERK-elF2a-ATF4 yolu gereklidir (Szegezdi ve ark., 2006).

ERS ve disi iireme sistemi iliskisiyle ilgili ¢caligmalarin sonuglar1 son birkag yildir
yaymlanmaya baglanmistir (Yang ve ark., 2016). Basarili bir implantasyon igin
reseptif evrede Dblastosistin implantasyon kabiliyeti ve uterus endometriyumu
arasinda karsilikh etkilesim olmasi gereklidir (Dey ve ark., 2004). Implante olan
embriyonun etrafin1 saran endometriyal stromal hiicreleri, embriyonun invazyonu ve
hayatta kalmasi igin destek veren desidual hiicrelere doniisiirler (Lim ve Wang,
2010). Hatali desidualizasyon uterusun fonksiyon bozukluklarina ve gebelik
basarisizliklarina neden olabilir Lin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada GRP78’in
belirgin bir sekilde fare desidual hiicrelerinde arttigini belirtmislerdir (P. Lin ve ark.,
2014). Buna karsilik, GRP78’in erken gebelik kaybi1 yasayan hastalardan alinan
desidual hiicrelerde azaldigi tespit edilmistir (Liu ve ark., 2011). Ayrica,
desidualizasyonda uzun siiren ERS indiiklii apoptozun erken gebelik kayiplarinda rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Liu ve ark., 2011).

Bu literatiir bilgileri 1s181nda sebebi anlasilmamis gebelik kayiplarinin olusmasinda
ERS indiikkli apoptozun ve bununla iligkili UPR’nin rolii olabilecegini

diistinmekteyiz.
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Sekil 2. 2. ERS molekiiler akig semasi (Remondelli ve Renna, 2017)
GRP78/BIP

Immiinoglobulin agir zincir baglayici protein (BIP) olarak da adlandirilan GRP78
(HSPAJ5), 1s1 soklu protein-70 ( HSP70) ailesinin bir iiyesidir ve ER'da yanlis
katlanan proteinlerin diizeltilmesinde rol alir (Kober ve ark., 2012). Uygun protein
katlanmasin1 kolaylastiran, sitosol, ¢cekirdek, mitokondri ve hiicre ylizeyi dahil olmak
tizere ¢oklu hiicresel bolmelerde ¢esitli islevler gerceklestiren, katlanmis proteinleri
koruyan molekiiler bir saperondur ve protein ara maddelerinin endoplazmik
retikulumda (ER) birikmesini onler (Lee, 2005; Stetler ve ark., 2010; Ni ve ark.,
2011). Is1 soku proteinleri (HSP-heat shock protein) ilk kez Drosophila
melanogaster’de tespit edilmistir. HSP’ler stres proteinleri olarak da bilinmektedir.
Yiiksek sicaklik, pH degisikligi, oksijen eksikligi, glukoz yetersizligi, infeksiyon,
inflamasyon, agir metaller veya anti-kanser ajanlar1 vasitasiyla hiicrede stress
durumu olustugunda, hiicrede sentezi artarak proteinlerin yanlis katlanmasini onler
(Garrido ve ark., 2006; Hartl ve ark., 2011). HSP70 ailesinin iiyesi bir saperon
protein olan GRP78/BIP (78 kDa Glucose-Regulated Protein veya Binding
Immunoglobulin Protein) bir ¢ok organizmada bulunur. Proteinleri agregasyondan
korumak, yanlis katlanmis proteinleri agarak yeniden katlanmalarini saglamak veya
yikilmalari i¢in uygun hale getirmek gibi islevlere sahiptir (Verghese ve ark., 2012).
Insanlarda HSPAS geni tarafindan kodlanan bir proteindir (Hendershot ve ark.,
1994). BIP,ER limeninde Yyer alan ve vyeni sentezlenmis proteinleri
ER’a aktarildiklarinda baglayan ve bunlar1 daha sonra katlanip oligomerizasyon igin
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yetkin bir durumda tutan bir HSP70 molekiiler saperondur. K12 hiicreleri glikoza ag
birakildiginda, glikoz diizenlenmis proteinler (GRP'ler) olarak bilinen proteinlerin
sentezi artar. BIP hiicre i¢inden disa salindigi zaman giiglii immiinolojik aktiviteye
neden olur. Anti-inflamatuar ve pro-inflamatuvar sinyalleri immiin aglara
baglanmasimi indiikleyerek inflamasyonu gidermeye yardimci olur. Monositlerin
ylizeyindeki bir reseptére baglanarak anti-inflamatuar sitokin salgilanmasini
indiikledigi, T-lenfosit aktivasyonunda rol alan kritik molekiilleri kiigiiltigii ve
monositlerin dendritik  hiicrelere farklilasma yolunu diizenledigi  gosterilmistir
(Corrigall ve ark., 2004; Panayi ve ark., 2004; Corrigall ve ark., 2009). BIP, yanlis
katlanmis ~ proteinleri  diizelterek ER  stresi tarafindan tetiklenen néronal

hiicre 6liimiinii 6nler (Anttonen ve ark., 2005; Corrigall ve ark., 2009).

ER liimenindeki hipoksik durumlar, Ca*? tiikenmesi, glukoz yoksunlugu, mutant
proteinlerin ekspresyonu stresi tetiklemektedir. Stres durumunda GRP78/BIP
mitokondride lokalize olarak mitokondri enerji dengesinin diizenlemesinde rol alir
(Ni ve ark., 2011). GRP78/BIP, proteinler yanlis katlanip ardindan ER'da biriktiginde
ortaya c¢ikan katlanmis protein yamitinda (UPR) o6zellikle ©nemli bir rol
oynar. UPR'nin ana yolaklari, GRP78, ER transmembran proteinleri PERK, IREla
ve ATF6 ayrildigi zaman aktive olur (Shen ve ark., 2002).
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Sekil 2. 4. GRP78’in protein katlanmasindaki roliinii gosteren sematik ¢izim(KARKIN, 2019).
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CHOP

C/EBP'lerin baskin bir negatif inhibitorii olarak goérev yapan CHOP proteini
CCAAT arttiric1 baglayici proteinlerin (C/EBP'ler) bir {iyesi insanda CHOP169
veya kemirgenlerde CHOP 168 amino asit kalintilar1 i¢eren bir 29kDa proteinidir
(Corrigall ve ark., 2004). DNA hasari ile indiiklenebilen gen 153 (GADDI153),
DNA hasart ile indiiklenebilir transkript 3 (DDIT3) ve C/EBP olarak
bilinen GADD genleri, apoptoz i¢in 6nemli, genotoksik stres ve biiylime durdurma
sinyalleri tarafindan indiiklenen bir grup gendir (Matsumoto ve ark., 1996; Maytin
ve ark., 2001). CHOP ekspresyonu ve ¢ekirdekteki birikimi, ER stresi ile indiiklenen
apoptoz sirasinda katyonik olarak yukari dogru diizenlenirken, glukoz yoksunlugu ve
amino asit agligi gibi besin kisitlamalarinda tetiklenmektedir (Lu ve ark., 2014).
BIP’in asir1 ekspresyonu stres zamani CHOP u indiikleyerek hiicre dongiisiinii
diizenler ve strese kars1 apoptozu engeller (Maytin ve ark., 2001; Oyadomari ve ark.,
2001; Gotoh ve ark., 2002; Oyadomari ve Mori, 2004). Uzun siireli ER stresi, UPR
ile aktive olan CHOP yoluyla kismen apoptozu tetikler. CHOP, ER ve katlanma
proteinlerinin ER'de ve oksidatif streste birikimi ve toplanmasini baglayan kritik bir
araci olarak yiikselir, ayrica artan insiilin talebi kosullar1 altinda hiicrede apoptozun

indiiklenmesine katkida bulunur (Li ve ark., 2009).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney gruplarimin olusturulmasi
Calismamizi insan endometriyumu ve kiiretaj materyalleri iizerinde gerceklestirdik.

Gruplar asagidaki sekilde planlanlandi.
Grup 1. Saglikli kontrol grubu (endometriyum 6rnekleri) (n:6)

Grup 2. Istemli sonlandirilmis (ISG- istemli Sonlandirilmis Gebelik) ilk trimester
gebelik grubu (n:6)

Grup 3. i1k trimester ATGK grubu (n:6)

Endometriyum, iSG ve ATGK gruplarindan elde edilen &rnekler desidua ve koryon
olarak ayrilarak, bu orneklerde GRP78 ve CHOP proteinlerinin lokalizasyonlari

immiinohistokimyasal olarak degerlendirildi.

3.2. Materyallerin Toplanmasi ve Doku Takibi

Gruplara ait insan materyalleri gerekli onam belgeleri almarak Akdeniz Universitesi
Tip Fakiiltesi hastanesi ve 6zel muayenehanelerden toplandi. Ornekler buzlu kap
igerisinde hizli bir sekide laboratuvara getirilerek 2. ve 3. gruptaki materyallar,
onceden hazirlanmis heparin eklenmis serum fizyolojik ile kanindan arindirilana
kadar yikandiktan sonra, steriomikroskop altinda desidua ve koryon Ornekleri
dikkatli bir sekilde ayrildi. Ornekler %10’luk formaldehit ile 1 gece fikse edildikten
sonra ¢cesme suyunda 3 saat yikandi. Sonra dehidrasyon i¢in %50, %70, %80, %90
alkol serilerinde 1 gece, %100 alkolde ise 4 saat bekletildi. Dehidrasyon isleminden
sonra dokular seffaflastirma islemine tabi tutularak, seffalastirma ksilol 1, ksilol 2,
ksilol 3’te 5’er dakika kadar tutularak yapildi. Ornekler daha 6nceden eritilmis
stiziilmiis parafinde 60°C etiivde 3 kez 1’er saat parafinizasyon islemine tabi tutuldu.
Takip edilen dokular parafin i¢ine dogru oryantasyonda gomiilerek bloklandi.
Bloklardan mikrotom ile normal polilizinli ve pozitif sarjli lamlara 5 um kalinlikta

kesitler alindi.

3.3. Hematoksilen-Eosin (H&E) Boyama
Polilizinli normal lamlara alinan kesitlere Hematoksilen-Eozin boyamasi yapilarak

toplanan Orneklerin morfolojik degerlendirilmesi ve bolge tayinleri yapildi. Deney
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gruplarindan elde edilen desidua ve koryon orneklerinin her birinden polilizinli
lamlara alinan kesitler, boyama yapmadan bir gece 6nce 60 °C etiivde bekletilerek
kesitin slayta yapismast saglandi. Boyama yapilacak slaytlar 10’ar dk. ksilol 1-2
serilerinden, 5’er dk. %100-90-80-70 alkol serilerinden gegirildikten sonra, 10 dk.
suda bekletilerek rehidratasyonu saglandi. 1-1.5 dk. siiziilmiis hemotoksilen ile
boyamasi yapilarak ve ¢esme suyu ile yikanarak morartildi. 15-30 sn eosin ile
boyamasi yapilarak ve bol su ile yikanarak fazla boya uzaklastirildi. Ardindan seri
bir sekilde %70-80-90 alkol serilerinden bekletmeden gecirilerek ve 5 dk. %100
alkolde bekletildi. 10’ar dk. ksilol 1-2’de bekletildikten sonra entellan ile preparatlar
kapatildi. Preperat kuruduktan sonra kesitler 10X ve 40X biiyilitmelerde
fotograflandi.

3.4. Immunohistokimya Yontemi
Desidua ve koryon oOrneklerinde GRP78, CHOP, Sitokeratin, Vimentin

immunohistokimyasal boyamalar1 yapildi.

Kullanilacak Soliisyonlar
PBS ( Phosphate Buffered Saline —Fosfat tamponlu tuz Soliisyonu)
o 7.2 9r Na;HPO4.12H.0
e 0.8 gr KH2PO4
e 16 gr NaCl

Bu kimyasallar 2 litre distile su igerisinde ¢oziildiikden sonra 2 N NaOH ile pH’s1 7.4
olacak sekilde ayarland.

- Sitrat Tamponu
o 2.1 grsitrik asit
e 900 ml distile su

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

-% 3’liik H20> soliisyonu
e 63 ml metanol

e 7 ml %35’lik H2O2 aliiminyum folyo ile sarilmis sale igerisinde

hazirlandi.

-Bloklama Soliisyon: Ultra V Blok
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-Antikor Diliient Soliisyonu: Antibody Diluent Reagent
-Streptavidin Peroksidaz Kompleksi

e Kromojen Substrat: DAB kromojen +DAB Substrat

Mayer’in Hematoksilen Boyasi

Kesitler 1 gece 60°C etiivde bekletildi. Preparatlar 10‘ar dakika ksilol 1 ve ksilol
2’den tutularak %100-%90-%80-%70 alkol serilerinden 5’er dakika bekletildikten
sonra, 5 dakika distile su igerisinde bekletildi. Mikrodalga firinda 3 kez 7’er dakika
kaynatildiktan sonra kesitler 20 dk agzi kapali sekilde etiiv i¢inde sogumaya
birakildi. Daha sonra kesitlerin etrafi hidrofobik kalemle ¢izilerek, PBS igerinde 3
kez 5’er dakika yikandiktan sonra, %3’liik H.O> i¢inde 15 dk oda 1sinda bekletilerek,
yeniden PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanarak ve ardindan UV bloklama soliisyonuyla
7dk. bloklandi. Daha sonra 6nceden optimizasyonu yapilarak belirlenen diliisyon
oranlarinda primer antikor damlatilarak +4°C’de gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda kesitler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandiktan sonra, énceden
optimizasyonu yapilarak belirlenen diliisyon oranlarinda sekonder antikor ilave
edilerek 30dk oda 1sisinda bekletildi. Daha sonra PBS’le 3 kez 5’er dakika yikanarak
preparatlar streptoavidin damlatilarak 20 dk inkiibe edilmeye birakildi. Inkiibasyon
sonunda preparatlar PBS ile 3 kez 5’er dakika yikanip, daha sonra DAB damlatilarak
151k mikroskobu altinda reaksiyonun gerceklesmesi izlendi. Mayer hematoksilen ile
zit boyama yapilarak, akar musluk suyunda yikandi. Yikamayi takiben ardindan
artan alkol serilerinden gecirilerek (%70-%80-%90-100) suyu giderildi. Ksilol 1 ve
ksilol 2‘de 10’er dakika olacak sekilde bekletilerek entellan ile kapatildi. Entellan
kurutulduktan sonra 11k mikroskobunda resimleri gekilerek ve H-skor programi
kullanilarak analizi yapildi. Kullanilan antikorlarin diliisyonlar1 ve katalok no’lari
Tablo 3.1 verilmistir.

Tablo 3. 1. Immunohistokimyasal analizlerde kullamlan primer ve sekonder antikor ve diliisyon
oranlari

Primer Katalog Diliisyon Sekonder Katalog Diliisyon

Antikor numarasi Antikor numarasi

GRP78 C50B12 cell 1/800 Biotinylated BA-1000 1/400
signaling Goat anti-rabbit | Vector

CHOP K3011 santa 1/50 Biotinylated BA-1000 1/400
kuruz Goat anti-rabbit | Vector
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Istatistiksel Analizler:

Slaytlar H-SCORE analizi ile semikantitatif olarak degerlendirildi. Ozellikle CHOP
ve GRP78 i¢in immiinboyanma yogunlugu semi-kantitatif olarak degerlendirildi ve
skorlandi. Skorlamada: 0, hi¢ boyanma yok; 1, zayif, fakat belirlenebilir boyanma; 2,
orta derecede boyanma; ve 3, yogun boyanma olarak hesaplama yapildi. H-SCORE
degeri, her bir yogunluk katagorisinde boyanan hiicrelerin yiizdeleri eklenerek ve bu

degerin boyanan agirlikli yogunlugu ile ¢arpilmasiyla elde edildi.

H-SCORE = }'ii x Pi formiilii kullanildi.

Pi yogunluk puanlar1 alinan kesitte hiicrelere karsilik gelen yiizdedir. Her slaytta 40X
bliyiitmede rastgele segilen ii¢ alan 151k mikroskobu altinda degerlendirildi. H-
SCORE farkli zamanlarda iki farkli gézlemci (Dr. Esma KIRIMLIOGLU ve Farida
QULIEVA) tarafindan belirlendi ve her iki gdzlemcinin ortalama puani daha sonra

her 6rnek i¢cin H-SCORE olarak kullanilda.

Gruplar arasinda; Maternal H-SCORE, Bonferronni-post hoc testiyle tek yonli
varyans analizi kullanilarak karsilastirildi. Fetal H-SCORE igin ise Student-t-testi
kullanildi. Veriler, P<0,05’te istatistiksel olarak anlaml1 kabul edilmis ve ortalama +

SEM olarak sunulmustur.
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4. BULGULAR

Bu c¢alismada sebebi bilinmeyen gebelik kayiplarinda ERS proteinlerinin roliinii
belirlemek amaciyla GRP78 ve CHOP immunohistokimya boyamalari yapildi.
Normal gebe olmayan endometriyum (Kontrol), istemli sonlandirilmis gebe (ISG-
Termination Pregnancy) ve sebebi anlagilamamis tekrarlayan gebelik kayiplari
(ATGK- Unexplained Recurrent Pregnancy Loss) yasamis 1. trimesterdeki hastalarin
desidua ve koryon Orneklerinde GRP78 ve CHOP  proteinlerinin
immunohistokimyasal analizleri yapildi. ATGK ve ISG gruplarina ait bulgular

birbirleriyle ve normal endometrim bulgulariyla karsilastirildi.

Gruplara ait orneklerde HE boyamalariyla kesit bolgelerindeki doku ve yapilar
tanimlandi. Bu Orneklerde benzer alanlarda imunohistokimyasal boyamalar
gerceklestirilerek degerlendirmeleri yapildi. Endometriyumda stromal hiicreler,
glandular ve liiminal epitel hiicrelerinde immunreaktivite kalitatif ve semikantitatif

(H-SCORE) olarak degerlendirildi.

e A P A iy & .
Sekil 4. 1. KE stroma H.E boyamast (A:4X-B:10X-C:40X)

Sekil 4. 2. ISG desidua H.E boyamas1 (A:4X-B:10X-C:40X)
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Sekil 4. 3. ATGK desidua H.E boyamasi (A:4X-B:10X-C:40X)

o

4.2. GRP78 immunreaktivitesi

Endometriumda glandular epitelde GRP78 hafif siddetli sitoplazmik ekspresyon
gosterirken  niiklear ekspresyon izlenmedi. GRP78  pozitif hiicrelerde
immiinreaktivite Ozellikle hiicrelerin  apikal sitoplazmasinda daha yogun
izlenmekteydi. Endometrium stromal hiicreler GRP78 immiinreaktivitesi bakimimdan
negatifti. Stromal hiicrelerde ne sitoplazmik ne de niiklear reaksiyon izlendi.
Endometrial damar endotel hiicreleri de stromal hiicrelere benzer sekilde herhangi bir

GRP78 ekspresyonu gostermiyordu (sekil 4.4).

e N %

Sekil 4. 4. Gebe olmayan Kontrol grubu endometriyumlarda eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (Damar: Ok) (A:10X-B:40X-C:40X)

ISG desiduasinda Kontrol’le benzer sekilde liimen epiteli yogun sitoplazmik GRP78
ekspresyonu gosterirken stromal hiicrelerde boyanma farklilik gostermekteydi.
Desidua hiicrelerinin bir boliimii yogun sitoplazmik ekspresyon gosterirken bazi

hiicreler hem niiklear hem sitoplazmik ekspresyona sahipti (Sekil 4.5)
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Sekil 4. 5. ISG grubu desidua orneklerinde eksprese edilen GRP78 immiinoreaktivitesi ve negatif
control boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

ATGK grubuna ait orneklerde ise gland ve limen epiteli yogun olarak hem
sitoplazmik hem niiklear ekspresyon gostermekteydi. Bu grupta stroma diger
gruplara gore oldukga fazla sayida lenfosit igermekteydi. Lenfositler GRP78

immiinreaktivitesi bakiminda negatif 6zellik gostermekteydi (Sekil 4.6).
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Sekil 4. 6. ATGK grubu desidua 6rneklerinde eksprese edilen GRP78 immiinoreaktivitesi
negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

E =k 3 E 3
300 I i
300 *
w i
[+
g 200+ g 200
@ o
z o
" -
o 100 o 100
g %
0= o
KONTROL 156G ATGH KOMTROL 183G ATGHK
Maternal hilcre boyanmasi  stromaliDesidual hiicre gekirdek boyanmas
e e
L] |_|
— *
o e l—l
— 300
300
- &
o -
o 200 8 200
Iz} o
o [
3 P
=) =
— —
B 100 g 100
It &2
0- 0=
KONTROL ISG  ATGH KONTROL i5G ATGK
Stromal/Desidual hilere sitoplazmik boyanmasy Stromal/Desidual hilcre boyanmasi

Sekil 4. 7. Kontrol, ISG ve ATGK grubu stroma/Desidua’sinda eksprese edilen GRP78 proteinin

semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglar1 24



Maternal  kisimda  GRP78  ekspresyonunu  H-SCORE  analizine  gore
degerlendirdigimizde tiim maternal kisimdaki hiicrelerde GRP78 ekspresyonunda
hem ISG grubunda Kontrol’e gére (P=0.02) hem de ATGK grubunda ISG grubuna
gore (P<0.001) istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek ekspresyon gozlenmistir.
Stromal/Desidual hiicrelerde GRP78 nuklear ekspresyonu, iSG’de Kontrol’e gore
daha diisiik ekspresyon izlenirken, ATGK grubunda ise istatistiksel olarak anlaml
olmayan yiiksek ekspresyon gostermistir. Ayni hiicrelerde ATGK grubunda ISG
grubuna gore sadece niiklear olarak GRP78 ekspresyonunda istatistiksel olarak
anlaml yiiksek ekspresyon izlenmistir (P=0.03). Stromal/Desidual hiicrelerde ATGK
grubunda, Kontrol grubuna gore (P=0.002) ISG grubuna gére (P<0.001) ise
sitoplazmik olarak GRP78 ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek
ekspresyon izlenmistir. Stromal/Desidual hiicrelerin totalinde, ATGK grubunda,
Kontrol grubuna gore (P=0.004) ISG grubuna gore (P<0.001) ise GRP78
ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli yiiksek ekspresyon izlenmistir (Sekil

4.7).

fs’éﬁp—ﬁ-—%

Sekil 4. 8. ISG &rneklerinden alman koryon villus fotomikrograflar: (H-E) (A:4X-B:20X-
C:40X)

Sekil 4. 9. ATGK o6rneklerinden alinan koryon villus fotOmlkrograﬂan (H E) (A 4X- B 1OX
C:20X)

ISG grubu koryon &rneklerinde sinsisyotrofoblastlarda siddetli GRP78 ekspresyonu

izlenirken sitotrofoblastlarda daha zayif bir ekspresyon goriilmekteydi. Villus stroma
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hiicrelerinde hafif niiklear ekspresyon belirlendi. Damar endotel hiicrelerinde ise

GRP78 ekspresyonunun olmadigi belirlendi (Sekil 4.10)

AP
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.
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Sekil 4. 10. ISG grubu koryon villus 6rneklerinde eksprese edilen GRP78 immiinoreaktivitesi
ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

ATGK grubu koryon oOrneklerinde normal gebelik grubu orneklerindeki koryon
villusuna benzer sekilde trofoblast tabakasinda GRP78 ekpresyonu goriildi. Bu
grupta ISG grubuna benzer sekilde sisnsiyotrofoblast tabakasinda siddetli
immunreaktivite gorildii. ATGK grubu orneklerinin sitototrofoblast hiicreleri ise

ISG grubunun aksine GRP78 immunreaktivitesi bakimidan tamamen negatifti. Ayni

sekilde stromal kapiller endotelinde de GRP78 boyanmasi izlenemiyordu (Sekil
4.11).

Sekil 4. 11. ATGK grubu koryon villus orneklerinde eksprese edilen GRP78
immiinoreaktivitesi ve negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)
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Sekil 4. 12. ISG ve ATGK grubu Fetal kisimda eksprese edilen GRP78 proteinin semi-
kantitatif H-SCORE analizi sonuglar1

Fetal kissimda GRP78 ekspresyonunu H-SCORE analizine gore degerlendirdigimizde
sitotrofoblastlarda hem niiklear hem de sitoplazik olarak GRP78 ekspresyonu daha
yiiksek bulunmustur. Bu durum sitotrofoblast hiicresinin totali degerlendirildiginde
istatistiksel olarak anlamlidir. Sinsisyotrofoblast tabakasinda ise hem niiklear hem de
sitoplazik olarak GRP78 ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik
izlenmistir (Sekil 4.12).

4.3. CHOP immunreaktivitesi

Endometriyumda glandular epitel sitoplazmasinda yogun CHOP ekspresyonu
izlenirken stromal hiicrelerin bir boliimiinde sadece niiklear ekspresyon izlendi.
Gland epiteli ile stromal hiicreler arasinda CHOP ekspresyonunun farkli yerlesimi

dikkat ¢ekiciydi. 2012 yilina kadar CHOP ekspresyonunun lokalizasyonu niiklear
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olarak tanimlamasina ragmen (Jauhiainen ve ark., 2012) yaptig1 ¢calismada CHOP
ekspresyonunun hem niiklear, hem sitoplazmik olarak go6zlenebilecegi ifade

edilmistir.

CHOP un genellikle niiklear ekspresyon gdstermesi nedeniyle bu bulgu dikkat ¢ekici
olarak degerlendirilmistir. Literatiir bilgisine dayanilarak (Jauhiainen ve ark., (2012)

boyanmanin spesifik olabilecegi kanatine varilmistir.(Sekil 4.13)

Sekil 4. 13. Kontrol grubu endometriyum o6rneklerinde ekprese edilen CHOP immiinoreaktivitesi ve
negative kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

ISG grubuna ait desidua orneklerinde CHOP ekspresyonu desidual hiicrelerde
sidddetli niiklear, zayif sitoplazmik ekspresyon gdstermekteydi. Damar endotelinde
genel olarak CHOP ekspresyonu sitoplazmik olarak izlenirken, perivaskiiler alanda
yer alan hiicrelerde siddetli niiklear, orta derecede sitoplazmik CHOP ekspresyonu
gorildi (Sekil 4.14)

Sekil 4. 14. ISG grubu desidua 6rneklerinde drneklerinde ekprese edilen CHOP immiinoreaktivitesi ve
negatif kontrol boyamasi. (Ok: peri vaskiiler boyanma) (A:10X-B:40X-C:40X)

ATGK grubuna ait desidua orneklerinde desidual hiicreler sitoplazmik ve niiklear
CHOP ekspresyonlar1 gostermekteydi. Ozellikle periniiklear sitoplazmada siddetli
CHOP ekspresyonlar1 izlenmekteydi. Istemli sonlandirilmis gebeliklerde CHOP
ekspresyonu gostermeyen desidual hiicreler, olduk¢a bol miktarda izlenirken, ATGK

grupuna ait desidua Orneklerinde tiim desidual hiicreler CHOP ekspresyonu
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gostermekteydi. Desiduada izlenen maternal immiin hiicrelerin bir boliimiinde

siddetli niiklear CHOP ekspresyonu izlendi. (Sekil 4.15) .

Sekil 4. 15. ATGK grubu desidua 6rneklerinde ekprese edilen CHOP immiinoreaktivitesi ve negatif
kontrol boyamasi. (A:10X-B:40X-C:40X)
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Sekil 4. 16. Kontrol, ISG ve ATGK grubu stroma/Desidua’sinda eksprese edilen CHOP proteinin
semi-kantitatif H-SCORE analizi sonuglar1

Maternal  kissmda  CHOP  ekspresyonunu  H-SCORE  analizine  gore
degerlendirdigimizde Tiim maternal kisimdaki hiicrelerde CHOP ekspresyonunda
ATGK grubunda kontrole gore istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (P=0.02) Desidua haricinde izledigimiz ve maternal immiin hiicreler
olabilecegini 6ngordiigiimiiz hiicrelerde ise ATGK grubunda iSG grubuna gére
sadece niiklear olarak CHOP ekspresyonunda istatistiksel olarak anlamli derecede
diisiik ekspresyon belirlenmistir (P<0.0001). Endotel hiicrelerinin totalinde ATGK
grubunda Kontrole’e gére CHOP ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Desidual hiicrelerde ise ISG ve ATGK gruplart Kontrol’e
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kiyasla CHOP niiklear ekspresyonu agisindan istatistiksel olarak anlamli derecede
yuksek bulunmustur (her ikiside P<0.001) (Sekil 4.16).

Normal gebelik koryon wvillus 6rneklerinde CHOP ekspresyonu sinsisyum
tabakasinin sitoplazmalarinda yogun olarak izlenmektedir. Sitotrofoblastlarda

ise hafif sitoplazmik ekspresyon izlenmektedir

Sekil 4. 17. ISG grubu koryon drneklerinde eksprese edilen CHOP immiinoreaktivitesi ve
negatif kontrol boyamasi (A:10X-B:40X-C:40X)

» - 7 Q AR | By §2
Sekil 4. 18. ATGK grubu koryon drneklerinde eksprese edilen CHOP immiinoreaktivitesi ve
negative kontrol boyamasi ( A: 10X-B:40X-C:40X)

ATGK grubu koryon villus érneklerinde CHOP ekspresyonu i1SG grubuna benzer
sekilde sinsisyum ve sitotrofoblastlarda goriilmekteydi. Ekspresyon diizeyi bu grupta
da siddetli olmakla birlikte kiirtaj grubuna gore bir miktar daha diisiik ekspresyon
gosterdi. Stromal hiicrelerde kiirtaj grubunun aksine bazi hiicrelerde niiklear
ekspresyon izlenmekteydi. ATGK villus stromasinda yer alan baz1 stromal hiicreler
siddetli niiklear ekspresyon gostermekteydi. Koryon villus sinsisyumunda siddetli
CHOP ekspresyonu izlenirken sitotrofoblastlarda ekspresyon oldukga zayif olarak

izlendi.
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Sekil 4. 19. ISG ve ATGK grubu Fetal kisimda eksprese edilen CHOP proteinin semi-kantitatif H-
SCORE analizi sonuglari

Fetal kisimda CHOP ekspresyonunu H-SCORE analizine gore degerlendirdigimizde
sitotrofoblastlarda hem niiklear hem de sitoplazik olarak CHOP ekspresyonunda
istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (nukleusda P<0.0039,
sitoplazmasinda P<0.565, totalinde P<0.0280). Sinsisyotrofoblast tabakasinda ise
sadece zayif sitoplazik CHOP ekspresyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(sitoplazmasinda P<0.0005, totalinde P=0.0618 (Sekil 4.18).
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5. TARTISMA

Calismamizda sebebi anlasilmayan tekrarlayan gebelik kayiplarinda ERS roliine
yaklasimda bulunmak i¢in endometrial, desidual ve plasental hiicrelerde ERS
proteinlerinden GRP78 ve CHOP ekspesyon diizeylerini degerlendirmeyi amagladik.
Gebeligin saglikli devam edebilmesi i¢in blastokistin saglikli implantasyonu ve
saglikli bir plasental gelisimin gergeklesmesi gerekmektedir. Spiral arter
modellenmesindeki anormallikler, anormal vaskiilarizasyon plasenta olusumunda
sorunlara sebep olarak gebelik kayiplariyla sonuglanabilen olumsuzluklara neden
olabilmektedir. Siddetli/ uzun siireli ER stres aracili uyarilmis UPR sinyal yolaklari,
bozulmus ER homeostazinin kurulmasinda etkili olmasinin yani sira, endometriozis,
kanserler, tekrarlayan gebelik kaybi ve konjenital anomaliler dahil olmak {izere

birgok patolojiye de katki yaptigr bildirilmistir (Guzel ve ark., 2017).

Erken embriyonik gelisim sirasinda yiiksek olan GRP78’in ekspresyonu diizeyi
yaslanma siirecinde daha diisiiktiir (Ni ve Lee, 2007; Pfaffenbach ve Lee, 2011).
Simmons ve arkadaslarinin yaptigi bir ¢alismada, siganlarda yalanci gebeligin 5.
giiniinde uterus epitelyal GRP78 ekspresyonun yiiksek oldugu belirlenmis ve bu bu
durumun uterin sensitizasyonunun baslangicinda yer alan proteinlerin etkin
biyosentezi ve salgillanmasi icin 0Ozel olarak gerekli olabilecegi yoOniinde
yorumlanmistir (Simmons ve Kennedy, 2000). GRP78 ekspresyonunun artmast ERS
tetiklendigini gosterir (Barateiro ve ark., 2012). GRP78 insan endometriumu pars
bazalisinde ge¢ proliferatif fazda artis gosterir. Progesteronla ters korelasyondadir ve
progesteron GRP78 seviyesini diizenleyerek ER homeostazina katkida bulunur. Bu
etki ROS ve enflamatuar sitokinlerin endometriuma alinimini saglayarak
endometriumda ERS ve UPR yolagini aktive eder. UPR, XBP1 aracigiyla GRP78
ekspresyonunu artirir (Yoshida ve ark., 2001; Jabbour ve ark., 2006; Ron ve Walter,
2007). Hem glandular hem de stromal hiicrelerde GRP78 ekspresyonu, hiicre i¢i Ca*™*
dengesini, protein katlanmasimi kontrol ederek UPR yolagini ve hiicresel stresi
onleyerek endometrial doku homeostazinin korunmasina katkida bulunur (Guzel ve
ark., 2011). Asint sitokin miktari, artmig glikoz seviyeleri, yag birikimi gibi
metabolik kosullar ER stresi ve inflamasyona yol agarak ER’dan Ca*™* salimmini ve

ROS iiretimini tetikler (K. Zhang ve Kaufman, 2008).
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Lin ve ark. yaptiklar1 bir ¢alisgmada GRP78’in belirgin bir sekilde fare desidual
hiicrelerinde yiiksek oldugunu belirtmislerdir (P. Lin ve ark., 2014). Buna karsilik,
GRP78’in erken gebelik kaybi yasayan hastalardan alinan desidual hiicrelerinde
diistik ekspresyona sahip oldugu tespit edilmistir (Liu ve ark., 2011). Ayni ¢alismada
desidualizasyonda uzun siiren ERS indiiklii apoptozun erken gebelik kayiplarinda rol

oynayabilecegi de ileri siirtilmiistiir (Liu ve ark., 2011).

TGK olan kadinlarda HSPAS ‘ler normal endometriumda menstrial siklus sirasinda
en disiik ekspresyon seviyesine sahiptir ve hatali implantasyonda rol oynamaktadir
(Guzel ve ark., 2011).

Calismamizda GRP78 ve CHOP immiinohistokimyasal bulgularinina baktigimizda
ERS gostergesi olan GRP78 ekspresyonu ATGK grubu stromal hiicrelerinde kontrole
kiyasla farklilik gostermekteydi. Bazi hiicreler yogun sitoplazmik ekspresyon

gosterirken bazi hiicreler hem niiklear hem sitoplazmik ekspresyona sahipdi.

Saglikli gebelikte, gebe olmayan gruba oranla stromal hiicrelerde artan GRP78
ekspresyonu URPL grubunda daha da yiiksek izlendi. Bu durum; ilk trimester
gebeliginde normal fizyolojik olarak uterusta artan inflamasyonun sonucu olarak
UPR artmis olabilir. URPL grubunda GRP78 ekspresyonunun daha da artmasi bir
etkene bagli olugsmus inflamasyonunda bir gostergesi olabilecegi seklinde

degerlendirildi.

Apoptozda rol alan ERS proteini olan CHOP’un ekspresyonunun g¢ekirdekde
lokalizasyonu goriilmiistir (X. Z. Wang ve ark., 1996). Calismamizda ATGK
desidua orneklerinde, desidual hiicrelerde ve perivaskiiler alanda yer alan hiicrelerde
siddetli CHOP niiklear boyanmalari izendi. Bu bulgumuzu ATGK’de
desidualizasyon ve vaskiiler modellenmede ERS’nin etkili olabileceginin bir

gostergesi olarak degerlendirebiliriz.

Sonuglarimizda tekraralayan gebelik kaybi grubuna ait desidua 6rneklerinde CHOP
ekspresyonu desidual hiicrelerde zayif sitoplazmik ekspresyon gostermekteydi.
Damar endotelinde genel olarak CHOP ekspresyonu sitoplazmik olarak izlenirken,
perivaskiiler alanda yer alan hiicrelerde orta siddette sitoplazmik ekspresyon tespit
edildi. Sitoplazmik CHOP ekspresyonu gozlemlenmesi ERS ‘nin baskilandigini

diistindiirmektedir.
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2012 yilina kadar CHOP ekspresyonunun lokalizasyonu niiklear olarak
tanimlamasina ragmen Jauhiainen ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada (Jauhiainen ve
ark., 2012) CHOP ekspresyonunun hem niiklear, hem sitoplazmik olarak
gozlenebilecegi ifade edililmistir. Biz de bulgularimizda arastirmacilarin 6ne siirdiigii
gibi ATGK grubu koryon 6rneklerinde damar endotelinde siddetli sitoplazmik CHOP
ekspresyonu gdozlemledik.Sitoplazmik CHOP ekspresyonu migrasyonla iligkili
genleri etkileyerek migrasyonu inhibe ettigi, nuklear ekspresyonun ise hiicre
dongiisiinii G1 fazinda arrest ettigi 2012 yilinda yapilan bir ¢alisma ile gosterilmistir.

(Jauhiainen ve ark., 2012).

Koryon 6rneklerinde GRP78 immiin boyanmalar1 sonucunda, ATGK hasta grubunun
endometrial hiicrelerinde istemli sonlandirilmis gruba kiyasla daha fazla lokalizasyon

gbzlemlendi.

ISG ve ATGK grubu desidual hiicrelerinde GRP78 boyanma sonuglari

degerlendirildiginde her iki grup i¢in de benzer diizeyde ekspresyonun varligi

belirlendi.

Istemli sonlandirilmis gebelik kayiplarindan farkli olarak ATGK grubu desiduada
izlenen maternal immiin hiicrelerde siddetli niiklear CHOP ekspresyonu tespit
edilmisti. Bildigimiz gibi GRP78 den kurtulan ATF6 golgiye tasinirak aktif forma
donitistir. Aktif ATF6, CHOP ve GRP78 transkripsiyonunu saglayarak ER saperon
proteinlerinin sentezinin artmasina ve agir strese cevap olarak apoptozun

indiiklenmesine neden olur (Fu ve ark., 2015).

ATGK’ye ait 6rneklerin gland ve liimen epiteli hem sitoplazmik hem niiklear yogun
GRP78 ekspresyon gosterdi. Hiicrede GRP78 sentezinin artmast ERS varligim
gosterdiginden (Ni ve ark., 2011) bu bulgumuzu ATGK hastalarda yaygin ERS

valiginin kanit1 olarak degerlendirdik.

ATGK hastalarinin koryon orneklerinde stromal hiicrelerde, sinsisyotrofoblast ve
sitotrofoblastik hiicrelerinde yogun olarak niiklear GRP78 boyanmas1 izledik.
GRP78, ektopik olarak asir1 eksprese edildiginde veya ERS ile indiiklendiginde
cekirdekte de gozlendiginden (Rao ve ark., 2002; Reddy ve ark., 2003), bu durum
spesifik bir reaktivite olarak degerlendirildi. Bu durum, bu hastalarin plasental

hiicrelerinde siddetli bir apoptozun gergeklestiginin kanit1 olarak alinabilir. Siddetli
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stromal mezengimal hiicreler, sinsisyum ve sitotrofoblast apoptozu plasenental

yapilanmay1 olumsuz etkileyerek gebelik kayiplarinin nedenini olusturuyor olabilir.

ISG ve ATGK hastalarmin koryon drneklerinde sitotrofoblast ve sinsisyotrofoblast
hiicrelerinde hem sitoplazmik hem de niiklear GRP78 ve CHOP boyanmasi izlendi.

ATGK koryonunda sinsisyotrofoblast tabakasinda GRP 78 saperonundaki azalma bu
hiicrelerde ERS’nin normal gebelige gore azaldigini gdstermektedir. Sitoplazmik
CHOP ekspresyonundaki azalma ise migrasyon genlerin normal olmasi gerekenden
daha fazla aktive edilerek patolojilere yol acarak kayba neden olabilecegi

diistincesini akla getirmektedir.

ATGK koryonunda sitotrofoblast hiicrelerinde GRP78 saperonundaki artis bu
hiicrelerde ERS’nin normal gebelige gore arttigini gostermektedir. ATGK grubu
niikklear CHOP ekspresyonundaki artis ise artan ERS’nin bu hiicrelerde apoptozu
indiikledigini, sitoplazmik CHOP ekspresyonundaki artig ise migratif ozellikleri

inhibe ettigini diistindlirmektedir.

PERK'nin inhibitérii olan P58IPK oncelikle ER'de bulunurken, verimsiz
translokasyon sitozolik lokalizasyona yol agabilir (Rutkowski ve ark., 2007). GRP78
sitosolde yerlesir bir ok sessiz proteini aktif eder, asir1 eksprese edildiginde PS8IPK
ile etkilesime girer ve onun PERK {izerindeki inhibe edici etkisine neden olur, aktive

olmus PERK sinyallemesi ve ERS ragmen hiicre sagkalimi ile sonuglanir

Wang ve arkadaglarinin yaptigi calismada CHOP nukleusda ekspresyonu
gozlemlenmis ve bu da hiicrede stresin oldugunu gosteriyor (X. Z. Wang ve ark.,
1996). Bizim sonuglarimizda damar endotelinde genel olarak CHOP ekspresyonu
sitoplazmik  olarak  goriildiigiinden,  hiicrede =~ ERS’nin  baskilandigini

disiindarimektedir.

ATGK grubunda ISG grubuna gére damar endotelinde ve perivaskiiler alanda yer
alan hiicrelerde CHOP ekspresyonu daha yogun sitoplazmik olarak izlendi. CHOP
ekspresyonun sitoplazmik olmasi ERS’nin baskilandigin1 disiindiirebilir. Ya da
CHOP ekspresyonun sitoplazmik olmasi1 vaskiiler remodeling i¢in ekstravilloz
trofoblastlarin spiral artere migrasyonunda ERS aracili bir probleme isaret ediyor

olabilir.
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ATGK’da perivaskiiler hiicrelerde izlenen sitoplazmik boyanmayla birlikte siddetli
CHOP niiklear boyanmasi da izlenmistir. ATGK’da desidual hiicrelerde de siddetli
CHOP niiklear boyanmasi izlenmistir. Bu durum desidualizasyon ve vaskiiler
remodellenme asamasinda UPR’deki anormalligin sonucu olarak ortaya ¢ikan ERS

aracilikli apoptozun gostergesi olabilir
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SONUC VE ONERILER

ATGK grubu stromal hiicrelerinde GRP78 ekspresyonu kontrole kiyasla daha yogun
sitoplazmik niiklear ekspresyona gostermesi bu grupta siddetli ERS valiginin kaniti

olarak degerlendirilebilir.

ATGK desidua 6rneklerinde, desidual hiicrelerde ve perivaskiiler alanda yer alan
hiicrelerde siddetli CHOP niiklear boyanmalar1t ERS nin yogun apoptoza baglh
desidualizasyon ve vaskiiler modellenmede anormaliklara neden olabileceginin bir

gostergesi olarak degerlendirilebilir.

ISG ve ATGK grubu desidual hiicrelerinde GRP78 boyanma sonuglar
degerlendirildiginde her iki grup ic¢in de benzer diizeyde ve normal endemetrial
stromal hiicrelerden daha yiiksek ekspresyonun varligi ERSI dah yiiksek oldugunu

gostergesi olarak diisiintilebilir.

Sonuc olarak;

Immunohistokimyasal degerlendirmemiz sonucunda;

Gebeligin, maternal ve fetal ekstambriyonik hiicrelerde ERS’ne neden oldugu,
ATGK hastalarinda normal gebelige gore ERS’ nin daha siddetli oldugu

CHOP ekspresyonunun normal gebelige gore yerlesim ve ekspresyon diizeyinde
gostermis oldugu degisikliklerin, artmis apoptoza ve patalojik migrasyona bagl

gebelik kayiplarini gelistirebilecegini akla getirmektedir.
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