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OZET

Amac: Desidualizasyondaki fizyolojik desidual senesens (desidual yaslanma), patolojik
desidual senesense doniiserek, tekrarlayan gebelik kayiplarina (recurrent pregnancy loss-
RPL) neden olmaktadir. FOXMJ1, desidualizasyonda proliferasyonla iligkili
transkripsiyon faktoriidiir. Medroksiprogesteron asetat (MPA) ve didrogesteron (DYD)
bir progesteron analogudur. Calismamizda, “patolojik desidual senesense bagli gelisen
tekrarlayan gebelik kayiplarinin desidual hiicrelerinde FOXMI1 ekspresyonu azalir ve
progesteron analogu uygulamasi azalan FOXM1 ekspresyonunu tersine ¢evirir” hipotezi
kurulmustur. Bu amagla, patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL’de desidual
senesens ve FOXM1 iliskisi ile progesteron analoglari olan MPA ve DYD ile tedavisinin
etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Yontem: Kontrol gebelik ve RPL gruplarindan izole edilen primer desidual hiicreler ile
MPA ve DYD uygulanmis ve uygulanmamis gruplar olusturularak, PRL ve IGFBP-1
diizeyleri ELISA yontemiyle, FOXO1, DIO2, B-GAL, FOXM1 ve p-FOXMI’in
ekspresyonlart immiinofloresan yontemi ile, FOXM1 ve p-FOXMZ1’in protein
diizeylerindeki degisiklikler ise western blot yontemiyle analiz edilmistir. Endometriyal
fonksiyonun degerlendirilmesi amaciyla da desidual hiicreler ile insan ekstravilloz
trofoblast benzeri hiicre hattt olan AC-1M88 hiicreleri ko-kiiltiire edilmis, sferoid
genigleme ve migrasyon analizleri yapilmustir.

Bulgular: RPL gruplarinda MPA ve DYD uygulamasi yetersiz desidualizasyona bagli
azalmigs PRL, IGFBP-1, FOXO1, FOXM1 ve p-FOXML seviyelerini tersine ¢evirirken,
desidual senesense bagl artmig DIO2 ve B-GAL seviyelerini etkilemedi. Ayrica MPA ve
DYD uygulanmig RPL gruplarinda artmis endometriyal proliferasyon ve migrasyon tespit
edildi. Bununla birlikte, FOXM1 ve p-FOXM1 ekspresyonunu tersine g¢evirmede DYD
tedavisi MPA tedavisinden daha etkili olmustur.

Sonug¢: Calismamiz, literatiirdeki FOXM1 ve desidual senesens ile FOXM1 ve RPL
iliskisini, ayrica iki farkli progesteron analogunun patolojik desidual senesense bagh
gelisen RPL hastalarinda olasi terapétik etkisinin temellerini ortaya koyan ilk ¢alismadir.
Patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL’de MPA ve DYD uygulamasi
desidualizasyon, endometriyal proliferasyon ve migrasyonu tesvik etmis ancak desidual
senesensi etkilememistir. Bulgularimiz dogrultusunda RPL teshisi alan hastalarin
tedavisinde, progesteron analogu uygulamalarina ek olarak senesent hiicrelerin de
eliminasyonunu saglayacak kombine tedavilerin gelistirilmesinin gelecekte umut vaad
edici bir segenek oldugunu diistiinmekteyiz.

Anahtar Kelimeler: Patolojik Desidual Senesens, Tekrarlayan Gebelik Kaybi, FOXMI1,
Medroksiprogesteron Asetat, Didrogesteron



ABSTRACT

Aim: Physiological decidual senescence in decidualization turns into pathological
decidual senescence and causes recurrent pregnancy loss (RPL). FOXM1 is a
proliferation-related transcription factor in decidualization. Medroxyprogesterone acetate
(MPA) and dydrogesterone (DYD) are progesterone analogues. In our study, we
hypothesised that "FOXM21 expression is decreased in decidual cells of recurrent
pregnancy loss due to pathological decidual senescence and progesterone analogue
administration reverses the decreased FOXM1 expression”. For this purpose, we aimed to
investigate the relationship between decidual senescence and FOXM1 in RPL due to
pathological decidual senescence and the effect of treatment with progesterone analogues
MPA and DYD.

Method: PRL and IGFBP-1 levels were analyzed by ELISA method, FOXO1, DIO2, -
GAL, FOXM1, and p-FOXM1 expressions were analyzed by immunofluorescence
method, and changes in protein levels of FOXM1 and p-FOXM1 were analyzed by
western blot method using primary decidual cells isolated from control pregnancy and
RPL groups and MPA and DYD treated and untreated groups. In order to evaluate
endometrial function, decidual cells, and human extravillous trophoblast-like cell line AC-
1M88 cells were co-cultured and spheroid expansion and migration analyses were
performed.

Results: In women with RPL, MPA and DYD administration reversed the decreased PRL,
IGFBP-1, FOXO1, FOXML1, and p-FOXM1 levels due to inadequate decidualization, but
did not affect the increased DIO2 and B-GAL levels due to decidual senescence. In
addition, increased endometrial proliferation and migration were detected in MPA and
DYD treated RPL groups. However, DYD treatment was more effective than MPA
treatment in reversing FOXM1 and p-FOXM1 expression.

Conclusion: Our study is the first study in the literature to demonstrate the relationship
between FOXM1 and decidual senescence, FOXM1 and RPL, and the therapeutic effect
of two different progesterone analogs in RPL patients with pathological decidual
senescence. In RPL developing due to pathological decidual senescence, MPA and DYD
treatment promoted decidualization, endometrial proliferation and migration but did not
affect decidual senescence. In light of our findings, we suggest that the development of
combined therapies to eliminate senescent cells in addition to progesterone analog
applications is a promising option in the treatment of patients diagnosed with RPL.

Key words: Pathological Decidual Senescence, Recurrent Pregnancy Loss, FOXM1,
Medroxyprogesterone Acetate, Dydrogesterone
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1. GIRIS

Desidualizasyon bir fizyolojik desidual senesens (fizyolojik desidual yaglanma) siirecidir.
Desidual senesens siirecinde ortaya ¢ikan senesent desidual hiicreler (yashi desidual
hiicreler) implantasyonda, normal plasental ve fetal gelisimde 6nemli rol oynarak, gebelik
homeostazini korurlar (Velarde ve Menon, 2016; Lucas ve ark., 2020). Fizyolojik desidual
senesens endometriyal stromal hiicrelerin olgun desidual hiicrelere doniisememesi,
immiin hiicrelerin ortamda sayica az olmasi ve artan uterus yagina bagli olarak patolojik
desidual senesense doniisebilir. Boylece, ortamda senesent hiicrelerin sayisi artarak, olgun
desidual hiicrelerin olusumu engellenir ve bu durum endometriyal reseptivite
kusurlarindan, implantasyon kayiplarina, yetersiz plasental gelisime, preterm dogumlara
ve 6nemli bir saglik sorunu olan tekrarlayan gebelik kayiplarina (recurrent pregnancy
loss-RPL) neden olur (Velarde ve Menon, 2016).

Progesteron reseptorti ile etkilesime giren, proliferasyonla iliskili niiklear transkripsiyon
faktorii olan FOXM1, erken-orta-gec sekretuvar fazda eksprese olarak endometriyumun
gebelige hazirlanmasinda ve gebeligin devamliligininda 6nemli rol oynar (Xie, Li, ve ark.,
2014; Jiang ve ark., 2015). Progesteronun, desidualizasyonu destekledigi ve
endometriyumu gebelik i¢in hazirladig1 bilinmektedir. Progesteron analoglar: (progestin)
olan MPA ve DYD, yapay bir progesteron olup, ¢esitli spontan gebelik kayiplarinin
tedavisinde ve endometriyal patolojilerin girisimsel olmayan tedavi yontemlerinde

siklikla kullanilmaktadir (Yovich ve ark., 2020; Harmon ve ark., 2022).

Literatiirde, FOXM1’in patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL ile iliskisi
hakkinda bilgi bulunmamaktadir. MPA’nin FOXMI1 ekspresyonunda artisa sebep oldugu
ve DYD’nin de dondurulmus-¢oziilmiis embriyo transferlerinde implantasyon oranlarini
artirdigr gosterilmistir (Lv ve ark., 2021; L. Macedo ve ark., 2022). Tim bu bilgiler
15181nda, oldukca 6zgiin olan ¢alismamizda, “patolojik desidual senesense bagli gelisen
tekrarlayan gebelik kayiplarimin desidual hiicrelerinde FOXM1 ekspresyonu azalir ve
progesteron analogu uygulamasi azalan FOXM1 ekspresyonunu tersine ¢evirir” hipotezi
kurulmustur. Bu amagla, ¢alismamizda daha Once arastirilmamis tekrarlayan gebelik
kayiplarinda desidual senesens ve FOXMI iliskisi ile bu iliski {izerine iki farkli

progesteron analogu uygulamasiyla (MPA ve DYD) tedavi segenegi arastirilmstir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Disi Ureme Sistemi

Disi lireme sistemi i¢ ve dis genital organlar olarak ayrilir. Bir ¢ift ovaryum, tuba uterina,
uterus ve serviks perviste yerlesik i¢ genital organlardir. Vajina ise i¢ genital organlarin
viicut disina agildig1 yerdir. Labia major, labia minor ve klitoris ise dis genital organlari
olusturur (Sekil 2.1). Plasenta ve meme bezleri fonksiyonel olarak disi genital sistemle
iliskilidir. Ovaryumlarda steroid hormonlar ve disi germ hiicreleri olan oositler iretilir.
Uterus ise menstrual siklus sirasinda diizenli araliklarla tekrarlanan degisikliklere ugrar
(William, 2013).

uterus
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Sekil 2.1: i¢ ve dis genital organlar https://www.everydayhealth.com/sexual-health/female-reproductive-
organs.aspx, kaynagindan Tiirkeelestirilmistir, Erisim tarihi: 24 Agustos 2023.

2.1.1. Uterus ve Endometriyum Histolojisi

Uterus, pelviste mesane ile rektum arasinda yerlesik bir organdir. Korpus, uterusun
genislemis tist kismi olup anterior yiizeyi diiz, posterior yiizeyi konvekstir. Korpusun tuba
uterina baglantisinin istiindeki genislemis bolimii fundusu olusturur. Tuba uterina,
fundusun duvarindan uterus igine dogru giris yapar. Fundus ve korpus histolojik olarak
hemen hemen aymidir (Ross, 2006). Uterus histolojik olarak distan ige {i¢ tabakadan
olusur; perimetrium, miyometrium ve endometriyum. Perimetrium, peritoneal mezotel ile
ortilii en distaki bag dokusudur. Miyometrium, icte ve dista longitudinal, ortada ise
sirkiiler seyirli diiz kas demetlerinden olusan en kalin tabakadir. Miyometriyumun orta
kas tabakasi kan damar1 ve lenfatikleri igcerir ve stratum vaskiilare olarak adlandirilir.

Gebeligin olusmadig1 uterusta, diiz kas hiicreleri 50 um uzunlugunda yer alirken gebelik

2


https://www.everydayhealth.com/sexual-health/female-reproductive-organs.aspx
https://www.everydayhealth.com/sexual-health/female-reproductive-organs.aspx

olustugunda bu hiicrelerin uzunluklart 500 pm’yi bulur. Fetiisiin biiyliylip gebeligin
ilerlemesi ile uterus duvari incelir ve dogumdan sonra eski haline déner (Ross, 2006).
Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum ise uterusun mukozasi olup basit prizmatik
epitel ile doselidir (William, 2013) (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2: Uterusun histolojik tabakalar1 (Ross, 2006) kaynagindan Tiirkgelestirilmistir.

Uterusun en i¢ tabakasi olan endometriyum soluk kirmizi renkli ve 5 mm kalinligindadir.
Ureme caginda siklik degisimlere ugrayarak, embriyo implantasyonuna ve embriyonik
fetal gelisime hazirlik yapar. Basit prizmatik epitel ile doseli olup salgi hiicreleri ve
silyumlu hiicreleri igerir. Basit tiibiiler yapidaki uterus bezleri yiizey epitelinin lamina
propiyaya invajine olmasiyla gelisir. Endometriyal stroma ise yiiksek diizeyde seliiler
yapida olup, bolca interseliller ara madde igerir. Endometriyum, fonksiyonel tabaka
(stratum fonksiyonale) ve bazal tabakadan (stratum bazale) olusur. Menstrual siklus
sirasinda stratum fonksiyonale prolifere ve dejenere olan kisimken, stratum bazale
hormonal degisikliklerden etkilemeyip menstruasyon sirasinda dokiilmeyen kisimdir.
Stratum fonksiyonale ve stratum bazalenin kanlanmasi farklidir. Uterus arteri
miyometriyumda 6-10 arkuat artere dallanir. Bunlardan ayrilan radial arterler, bazal arter
ve spiral arterleri olusturur. Stratum bazaleyi bazal arterler kanlandirirken, spiral arterler
stratum bazaleyi gecip, stratum fonksiyoneleye ulasip kapiler aga drene olur (William,
2013) (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: Endometriyumun fonksiyonel ve bazal tabakasi ile damarlanma yapisi (Weiss, 1988)
kaynagindan Tirkg¢elestirilmistir.

2.1.2. Disi Genital Sistem Embriyolojisi

Genital sistem mezoderm kaynaklidir. Disi ve erkek embriyolarda Wolff (mezonefrik) ve
Miiller (paramezonefrik) kanallar gelisir. Disilerde gelisimin ilerleyen donemlerinde
testosteron hormonunun yoklugu ile mezonefrik kanal geriler ve Anti-Miillerian hormon
ile paramezonefrik kanal gelisir. Paramezonefrik kanal, tirogenital kabartinin 6n ve yan
yiizeyindeki s6lom epiteline girinti yapar ve huni seklinde agilarak ilerler. Bu ilerlemede,
orta hatta her iki paramezonefrik kanal birbirine yaklasir ve birleserek uterus kanalini
olustururlar. Uterus kanalinin kaudal wucu, irogenital sinusun arka duvarinda
paramezonefrik ya da Miiller tiiberkiiliinii olusturur (Sadler, 1988) (Sekil 2.4).
Tiiberkiiliin, kranial, vertikal ve horizontal boliimlerinden tuba uterinalar gelisirken,
kaudal boliimden uterus gelisir. Olusan ilk bu uterovajinal taslaktan uterusun istmus,
korpus, fundus ve endometriyum epiteli ile bezleri gelisir. Endometriyumun stromasi ve

miyometriyum kisimlari ise splanik mezodermden gelisir. Gelisimsel olarak uterus 1.



trimesterin sonunda olusur, 2. trimesterda uterus bezleri ve kas tabakasi gelisirken, bu

gelisim 3. trimesterde tamamlanir (Moore ve ark., 2002).

Miiller Kanallan

Miiller
Tuberkula
Kanallan

Sekil 2.4: Paramezonefrik kanalin gelisimi (Gray, 1918) kaynagindan Tiirkcelestirilmistir.

2.1.3. Menstrual Siklus ve Desidualizasyonun Endokrin Kontrolii

Embriyonun gelisimi ve biiytimesi i¢in 6zellesmis bir organ olan uterusun fonksiyonlarini
yerine getirebilmesi i¢in endometriyum her ay diizenli bir degisime ugrar. Ostrojen (E2)
ve progesteron (P4) hormonlar1 bu siklik degisimleri kontrol eder. Ostrojen, uterus
rejenerasyonunu uyararak, endometriyum kalinligini artirir. Progesteron, endometriyum
salg1 bezlerinin genislemesini saglar. Hormonlarin yani sira lokal parakrin ve otokrin
faktorlerde endometriyumun siklik degisiminde rol oynarlar. Ornegin, lokal faktdrlerden
en 6nemlisi olan 16kositler, implantasyon siireci ve dogumun baglatilmasinda rol oynar
(Kayisli ve ark., 2002). Reprodiiktif donemde gebeligin olmadigr durumda menstrual
siklus, 28-30 giinde bir tekrarlanan, 5-7 giin siiren ve her siklusta yaklasik 35-50 mL kan
kaybinin yasandigi bir siiregtir. Menstrual siklus bozuklugu yasayan kadmlarin {ireme
yeteneklerinde azalma goriildiigii bildirilmistir (Koeppen ve Stanton, 2009). Menstrual
siklus, pitiier bezin pars distalisinden salgilanan gonadotropinler tarafindan kontrol edilir
ve menstrual faz (1-7.giin), proliferatif faz (7-13.giin), sekretuvar faz (15-25.giin) ve
iskemik faz (25-28.giin) olmak iizere dort evreyi icerir (William, 2013) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Ovaryan ve uterinal siklus https:/byjus.com/biology/menstrual-cycle/ kaynagindan
Tiirkgelestirilmistir, Erisim tarihi: 26 Agustos 2023.

Menstrual faz: Gebeligin olusmadig1 durumda, korpus luteum aktif hormon iiretimine 10
gin devam eder. Ani ovaryan P4 ve E2 hormonlarimin azalmasi ile stratum
fonksiyonalenin kan desteginde azalma ve spiral arterlerin duvarinda kasilmalar meydana
gelir. Endometrial bezlerin salgilarinin durmasi ile endometriyum biiziigiir. Stratum
fonksiyoneledeki iskemiden iki giin sonra kan damarlari riiptiire olur. Stratum
fonksiyonaleden dokiilen stromal ve epitelyal hiicreler ile kan, vajinal akintiy1 olusturur.

Kan pihtilagsma mekanizmasi menstrual siklus sirasinda inhibe edilir (Ross, 2006).

Proliferatif faz: Bu faz E2 bagimhdir ve Graff folikiil gelisimi goriiliir. Graff folikiil
gelisimi ile 17B-estradiol artis1 dramatik olarak artar ve bu artis hipotalamus ve hipofizde,
yiiksek frekansli dalgalar halinde luteinizan hormon (LH) salgilanmasini tetiklerken,
folikiil stimiile edici hormon (FSH) saliniminin azalmasina neden olur. Proliferatif faz
menstrual fazdan hemen sonra baslayip, ovulasyondan hemen dnce biter. Proliferatif faz
sirasinda, bezlerin prizmatik hiicrelerinde yiiksek mitoz aktivitesi goriilerek,

endometriyum kalinlig1 2-3 kat artar (William, 2013).


https://byjus.com/biology/menstrual-cycle/

Sekretuvar faz: Bu faz ovulasyondan hemen sonra, korpus Iuteumu olusumu ile baslar.
Korpus luteum P4 salgilayarak, endometriyumu implantasyona hazirlar. Bu fazda,
hiicrelerin bazal boliimlerinde glikojen birimi goriiliir ve 21-25. giinlerde glikojen epitel
hiicrelerinin apikalinde birikir. Endometrial kalinlikta artis olarak yaklasik 4-6 mm’ye
ulagir ve uterus bezleri tirtikli testere gorliniimiinii alir. Bu bezlerde goriilen, yogun
glikojen igerikli sekresyonlar liimenine verilir. Gebeligin gerceklesmesi durumunda,
endometriyal stromal hiicreler, lipid ve glikojen depolama kapasitesine sahip epiteloid

karakterli desidual hiicrelere doniisiir (Ross, 2006).

Her ay gergeklesen menstrual siklus, endometriyum dokusunun dinamik yapisini
koruyarak olasi bir embriyo implantasyonuna hazirlar. Menstrual siklusun sekretuvar
fazinda, endometriyal stromal hiicrelerin, epiteloid karakterli olgun desidual hiicrelere
doniigiim stireglerine desidualizasyon ve bu siiregte olusan hiicrelere de desidual hiicreler
adr verilir (MCLENNAN ve RYDELL, 1965). Desidualizasyon siirecinde baskin olan
hormon progesterondur ve etkisini progesteron reseptorii (PR) tlizerinden gerceklestirir.
Insanda niiklear progesteron reseptdrii A (PR-A) ve progesteron reseptdrii B (PR-B) ile
mitokondri membraninda yerlesik, mitokondriyal progesteron reseptorii (MPR)
bulunmaktadir. PR-A’nin desidualizasyonda daha etkili oldugu gosterilmistir (Kastner ve
ark., 1990). Desidualizasyon siireci basarili bir implantasyon i¢in temel adimdir. Desidual
hiicreler bir yandan embriyonun gelisimi i¢in ona besin kaynagi saglarken, bir yandan da
trofoblast hiicrelerinin invazyonundan maternal dokuyu korur. Tiim bunlara ek olarak,
desidual hiicreler maternal-fetal yiizeyde mikrogevrenin korunmasinda ve devamliliginin
saglanmasinda, endometriyumda ekstraselliiler matriksin yeniden modellenmesinde,
implantasyonda lokal immiin yanitin diizenlenmesinde, plasenta olusumunda ve
anjiyogenez siireglerinde 6nemli rol oynar (Fabi ve ark., 2017). Desidual hiicreler,
mezenkimal-epitelyal doniisiim ile olusur. Bu doniisiim esnasinda, desidual hiicrelerdeki
sitoplazma ve organel miktarinda, glikojen ve lipid depolanmasinda ve hiicre-hiicre

etkilesiminde artig goriiliir (Zhao ve ark., 2022) (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6: Mezenkimal-epitelyal doniisiim ile olusan desidual hiicreler (Pan-Castillo ve ark., 2018)

kaynagindan Tiirkcelestirilmistir.

Molekiiler diizeyde, endometriyal stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniisiimii,
kromatin yapisinda degisimi, genom c¢apinda yeniden diizenlenmeyi, c¢oklu sinyal
yolaklarinin yeniden programlanmasini ve desidual genlerin aktivasyonunu kapsayan ¢ok
asamali bir siireg icerir (Lucas ve ark., 2020). Bu doniisiim siirecinde, G0/G1'deki hiicre
dongiisii ¢ikisindan sonra, endometriyal stromal hiicrelerde serbest radikal iiretiminin
artmasi ile gesitli kemokinler salgilanarak desiduada gecici bir pro-enflamatuvar faz
olusur. Pro-enflamatuvar faz, endometriyal stromal hiicrelerin doniisiimii ile iliskilidir ve
bu siiregte pre-desidual hiicreler goriilmektedir. Bu faz aymi zamanda embriyo
implantasyonu icin gerekli olan reseptif endometriyum olusumuna aracilik eder. Gegici
olan pro-enflamatuvar fazdan sonra, embriyo gelisimini destekleyecek, embriyoyu
cevredeki sitotoksik T lenfositlerinden koruyacak olan anti-enflamatuvar faz goriiliir
(Deryabin ve ark., 2020). Ayrica hem kemirgenler de hem de insanlarda
desidualizasyonda, olgun desidual hiicrelerin  ortaya ¢ikmasini  saglayan
endoreduplikasyon kaynakli poliploidizasyon goriilmektedir (SACHS ve Shelesnyak,
1955; Moulton, 1979). Terminal farklilasmis desidual poliploid hiicreler, basarili embriyo
implantasyonu ve erken gebelik sirasinda embriyo biiylimesi ve desteklenmesi i¢in ¢ok
onemlidir (Mori ve ark., 2011; Sroga ve ark., 2012).

Yetersiz desidualizasyon veya desidualizasyon siirecinde meydana gelen anormaliler,
tekrarlayan diisiikler, implantasyon kusurlari, endometriozis ve preeklampsi gibi birgok
patolojiye sebep olmaktadir (Cha ve ark., 2012). Literatiirde, embriyo saglikli olsa dahi
gebeliklerin yaklasik %30’unda desidualizasyon kusurlarina bagh gelisen implantasyon

sonrast diisiikler oldugu bildirilmistir (Salker ve ark., 2010). Bu durum, iiremeye yardimci



tedavilerde (UYTE) implantasyon ve gebelik basarisini artirmak igin, saglikli embriyo
transferinin tek basina yeterli olmadigint ortaya koymaktadir (Lai ve ark., 2013). Bu
sebeple, saglikl1 gebelik ve canli dogum oranlarini artirmak i¢in desidualizasyon siirecine

odaklanarak, arastirmalarin artiritlmasi gerekmektedir.

2.2. Hiicresel Senesens

Terminolojik olarak “senesens” kelimesi Latince “lat-senex” kelimesinden tiirev alip,
Tiirkge karsilig1 “yaslanmak” tir. ilk olarak, hiicre kiiltiiriinde biiyiimesi ve béliinmesi
durmus hiicreleri ifade etmek i¢in kullanilmistir (Campisi ve d'Adda di Fagagna, 2007).
Hiicresel senesens iizerine One siiriilmiis baslica hipotezler bulunmaktadir. Bunlardan ilki,
hiicrenin fizyolojik siire¢leri boyunca kanserden korunmasi iizerine gelismis evrimsel bir
mekanizma oldugu yoniindedir. Digeri ise, hiicrenin yaslanma siireglerinde karsilastigi
rejeneratif kapasitenin azalmasi ve hiicrenin fonksiyon kaybina neden oldugu yoniindedir
(Campisi, 2013). Senesens siirecine giren hiicreler, “senesent hiicreler-yaslanan hiicreler”
olarak adlandirilir. Senesent hiicreler, normal Thiicrelerden farkli olarak,
mitokondrilerindeki reaktif oksijen tiirleri miktarlar1 yiiksek olup anti-apoptotik protein
icerigine sahiptirler ve niikleuslar1 daha biiyiiktiir. Ayrica bu hiicrelerde hiicre dongiisii
inhibitor genlerinin, lizozomal igerigin ve asidik lizozomal 3-galaktosidazdan kdken alan
senesens iligkili B-galaktosidaz (SA-B-gal) aktivitesinin artis1 goriiliir (Lozano-Torres ve
ark., 2019; Lin ve ark., 2020) (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7: Normal ve senesent hiicre karsilagtirilmasi (Lozano-Torres ve ark., 2019) kaynagindan
Tiirkcelestirilmistir.



Senesent hiicreler ortama senesens iligkili sekretuvar fenotip (SASP) salgilarlar ve bu
ortami dogrudan veya dolayl olarak enflamasyona tesvik eder (Campisi ve ark., 2011).
SASP bulundugu dokuya 6zgii pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokin, kemokin,
bliytime faktorii ve proteazlar salgilar; vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) etkisi
ile damar olusumunu tesvik ederek dokuda hasar sonrasi rejenerasyon tesvik edilir (Coppé

ve ark., 2010; Campisi, 2013).

Hiicreler iki farkli senesens siirecine girebilir. Bunlardan ilki, fizyolojik (akut-kisa siireli)
stireglerde embriyonik gelisimde, yara iyilesmesinde ve doku yenilenmesinde goriliir.
Fizyolojik kosullarda senesent hiicreler gecici diizenleyicidir ve ortama ¢agrilan immiin
hiicreler araciligiyla ortamdan kaldirilirlar. Digeri ise, immiin sistem bozukluklari, kanser
gelisimi, ateroskleroz, kardiyovaskiiler hastaliklar, obezite, renal fonksiyon bozukluklart,
sarkopeni ve yasa bagl gelisen hastaliklar (parkinson, alzheimer, katarakt vb.) gibi
patolojik (kronik-uzun siireli) siireclerde goriilir (Ovadya ve Krizhanovsky, 2014;
Sturmlechner ve ark., 2017). Patolojik kosullarda senesent hiicreler, stres faktorlerine
bagli olarak ilerler. Bu kosullarda doku homeostazi bozulur, immiin hiicreler yetersiz kalir

ve kademeli organ fonksiyon kaybi goriiliir (Mufioz-Espin ve Serrano, 2014).

2.2.1. Replikatif Senesens

Replikasyon stresine bagli goriilen replikatif senesens (replikatif yaglanma), hiicrelerin
yasam dongiileri boyunca edindikleri sinirli gogalma yeteneklerini tanimlar ve bu sinirli
¢ogalma kapasitesi Hayflick limiti olarak adlandirilir (Kamal ve ark., 2020). Bununla
birlikte ister primer hiicreler olsun ister ticari olarak satin alinmis hiicre hatlar1 olsun her
bir hiicre ortam sartlarina baglh olarak erken yaslanabilmektedirler (Maier ve Westendorp,
2009).

2.2.2. Stres indiiklii Prematiir Senesens

Hiicrelerdeki telomeraz aktivitesinden bagimsiz olarak hiicrelere uygulanan stres ile
hiicrelerin yaslanma egrisi arasinda dogrudan bir iligki vardir. Hiicrelerdeki stres fiziksel
veya kimyasal olabilecegi gibi i¢ veya dis kaynakl1 da olabilir. Sonugta hiicrelerde stres
etkisi birikerek hiicreler prematiir senesense (erken yaslanmaya) gidebilir (Kamal ve
ark., 2020).
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2.2.3. Desidual Senesens

Desidual yaslanma olarak adlandirilan desidual senesens, uterinal siklusun sekretuvar
fazinda desidualizasyon siireciyle birlikte baslayan bir fizyolojik senesens (fizyolojik
akut-kisa siireli yaslanma) durumudur (Deryabin ve ark., 2020). Fizyolojik siiregte,
desidual hiicrelerin alt popiilasyonu olarak senesent desidual hiicreler (yashi desidual
hiicreler) goriilmektedir. Bu hiicreler daha sonra, ortama cagrilan immin hiicreler
araciligiyla temizlenirler. Immiin hiicreler senesent hiicreleri ortadan kaldirarak, ortamin
enflamatuvar dengesinde korunmasina aracilik ederler. Senesent hiicrelerin kisa siireli
varligr ve ardindan temizlenmeleri pro-enflamatuvar fazin, anti-enflamatuvar faza

doniismiine aracilik eder (Lucas ve ark., 2020).

Uterinal siklusun proliferatif evresindeki hizli endometriyal proliferasyon, endometriyal
stromal hiicrelerin alt popiilasyonunda replikatif stresin olusumuna neden olur. Ortaya
stres ile indiiklenmis endometriyal stromal hiicreler ¢ikar ki bu hiicreler uterinal siklusun
sekretuvar evresinde olgun desidual hiicrelere degil senesent desidual hiicrelere farklilasir.
Senesent desidual hiicreler fizyolojik kosullarda replikasyon stresine bagl ortaya ¢ikmis
kisa siireli ortamda bulunan (akut) hiicrelerdir. Strese direngli olan endometriyal stromal
hiicreler ise olgun desidual hiicrelere doniiserek ve 6zellikle ortama interlokin-15 (IL-15)
salgilayarak, uterus dogal oldiiriicii (uNK) hiicreleri cagirir. Uterus dogal oldiiriicii
hiicreleri, senesent desidual hiicreleri graniil ekzositozu yoluyla ortamdan kaldirir.
Boylece uNK hiicreleri tarafindan senesent desidual hiicrelerin sistematik olarak

temizlenmesi saglanir (Brighton ve ark., 2017) (Sekil 2.8).
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Sekil 2.8: Desidual hiicre alt popiilasyonlart: olgun desidual hiicreler ve senesent desidual hiicrelerin
olusumu ve uNK’larin ortamdaki etkisi (Brighton ve ark., 2017) kaynagindan Tiirkgelestirilmistir.

Senesent hiicrelerin salgiladigi SASP faktorleri ile gebelik sirasinda salgilanan sekretuvar
faktorler ortaktir (Marquez ve ark., 2017) (Sekil 2.9). Erken donem gebelikte senesent
hiicrelerin varligi, plasenta gelisimi ve vaskiiler yeniden sekillenmeye katkida bulunur.
Gebeligin geg evresinde ise uterusta ve fetal membranlarda senesent hiicrelerin sayisi
artarak, fizyolojik siire¢ olan doguma neden olur. Senesent hiicre sayisindaki artis ve
ortamdan temizlenmemeleri durumunda patolojik bir olay olan erken dogumlara da neden
olmaktadir. Bu nedenle senesent hiicrelerin bu ikili etkisinden dolay1 literatiirde desidual

senesens siirecine “iki ucu keskin kilig” denilmektedir (Marquez ve ark., 2017).
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Sekil 2.9: Hem gebelik siirecinde hem de senesent hiicrelerin ortak salgiladigi SASP faktorleri (Marquez ve
ark., 2017) kaynagindan Tiirk¢elestirilmistir.

2.3. Tekrarlayan Gebelik Kaybinin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Tekrarlayan gebelik kaybi (recurrent pregnancy loss-RPL) veya sinonim adiyla
tekrarlayan diisiikler (recurrent miscarriage- RM), gebeligin 20. haftasindan 6nce goriilen
spontan gebelik kaybi (spontan diisiik) olarak tanimlanir (Homer, 2019). RPL’nin tanimi
farkli uluslararas1 topluluklar tarafindan tartisiilmaktadir. Amerikan Jinekoloji ve
Obstetrik Dernegi (ACOG), Amerikan Ureme Saglig1 ve Infertilite Dernegi (ASRM) ve
Avrupa Ureme ve Embriyoloji Dernegi (ESHRE) RPL’yi iki veya daha fazla spontan
gebelik kaybi olarak tamimlarken, Birlesik Krallik Jinekoloji ve Obstetrik Dernegi
(RCOG) ardisik ii¢ veya daha fazla gebelik kaybi olarak tanimlamaktadir (Jauniaux ve
ark., 2006; Medicine, 2012). Spontan gebelik kaybi, 10. gebelik haftasindan 6nce
meydana geldiginde embriyonik kayip veya erken diisiik, 10. gebelik haftasindan sonra
meydana geldiginde fetal kayip veya fetal diisiik olarak siniflandirilir. Primer RPL, daha
once hi¢ canli dogum yapmamis bir kadinda goriilen spontan gebelik kaybini, sekonder
RPL 20. gebelik haftasindan 6nce yasanmis spontan gebelik kaybini, tersiyer RPL ise
normal gebelikleri arasinda spontan gebelik kaybi yasayan kadinlarn ifade etmektedir

(Silver ve ark., 2011).
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Spontan gebelik kaybi klinikte son derecede yaygin bir durumdur. Tiim gebeliklerin
yaklasik %15'1 spontan kayipla sonuglanirken, sadece %30'u canli dogumla sonuglanir
(Macklon ve ark., 2002). 20-24 yasindaki kadinlarin spontan gebelik kayip orani %11, 25-
29 yasindaki kadinlarin %12, 30-34 yasindaki kadinlarin ise %15 oldugu bildirilmistir
(Andersen ve ark., 2000). Tiim bu veriler, yasla birlikte spontan gebelik kayip oran1 artsa
da tireme yasamin erken donemlerinde dahi spontan gebelik kayip riskinin bulundugunu
gostermektedir. RPL, spontan gebelik kayiplar1 arasinda ciftlerin %2-5'ini etkileyen
onemli bir tireme saglig1 sorunudur (El Hachem ve ark., 2017). 35 yas alt1 kadinlarda RPL
riski %9-12 iken 40 yas istli kadinlarda bu oran %50'ye ¢ikmaktadir (Wilcox ve ark.,
1988).

RPL vakalarinin %50'sinden fazlasinda ayrintili incelemelerden sonra dahi belirli bir
neden belirlenememistir (Branch ve Heuser, 2010). Ancak giiniimiizde bilinen risk
faktorleri olarak maternal yas, daha 6nce yasanan gebelik kayiplar1 oykiisii, anatomik,
endokrinolojik, hematolojik, immiinolojik faktorler, enfeksiyon, gevresel nedenler ve
desidual senesens bulunmaktadir (van Dijk ve ark., 2020). RPL’nin sebepleri arasinda
“stiper reseptif endometriyum” olabilecegi ve bu vakalara “stiper fertil” vakalar olarak
adlandirilabilecegi ileri siirilmektedir (Agenor ve Bhattacharya, 2015). Siiper reseptif
endometriyum kalitesiz embriyolarin dahi implantasyonuna olanak tanimaktadir
(Teklenburg ve ark., 2010). Dolayistyla RPL kadinlarda ortaya ¢ikan sik sik gebe kalma
(3-6 ay periyodu) ancak 20. gebelik haftasindan 6nce spontan gebelik kaybiyla sonuglanan
kisir bir dongii ortaya ¢ikmaktadir.

2.3.1. Maternal Yas ve Anatomik Faktorler

Maternal yas ve anatomik faktorlere bagli RPL goriilme sikligi %8-10’dur. Yapilan
aragtirmalar maternal yas ve daha 6nce goriilen spontan gebelik kaybi sayisi arttikga, RPL
riskinde de artis oldugunu ortaya koymustur. 40-44 yas aras1 kadinlarda spontan gebelik
kayb1 goriilme oranmin %51'e ulastig1 bildirilmistir (Larsen ve ark., 2013). Bununla
birlikte daha 6nce yasanan spontan gebelik kaybi sayisi arttikga bunun tekrarlama olasilig
da artmaktadir. Ornegin, ilk gebelikte spontan gebelik kaybi1 yasama oran1 %15 iken,
yasanan bir gebelik kayb1 sonras1 bu oran %25’¢, iki gebelik kaybi sonrasi %33’e, ii¢
gebelik kaybi sonrasi ise %49’a ¢iktig1 goriilmiistiir (Hatasaka, 1994).
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Uterusa bagli anatomik faktorler de RPL’ye sebep olmaktadir. Konjenital uterus
anomalisine (uterin septum, bikornuat uterus, uterin didelfis) sahip kadinlarda RPL
goriilme sikligi %10-15°tir. Bunlar arasinda en sik karsilagilan konjenital uterus
anomalisi, uterin septum olup goriilme sikligi %6-16'dir. Edinsel uterus anomalileri
arasinda RPL ile iliskili olanlari, endometriyal kavite patolojileri, uterin adezyonlar
(endometriyal polipler, uterin leiomyomlari, Asherman sendromu) ve servikal
yetmezliktir. ESHRE ve ASRM’ye gore endometriyal poliplerin varliginda histeroskopik
polipektomiye gerek yoktur ancak vaka raporu ¢alismalari, histeroskopik polipektominin
RPL riskini azalttig1 yoniindedir (Carbonnel ve ark., 2021). Bu nedenle Kklinikte gebelik
planlamasinda gerekirse polipektomi Onerilmektedir. Servikal yetmezlik ise daha ¢ok
ikinci trimester gebelik kayiplarina sebep olmakla birlikte 6ykiisii olan kadinlarda serklaj
onerilmekte olup bunun literatiirde RPL riskini azalttigina dair heniiz kesin bir kanit

yoktur (Jorgensen ve ark., 2008).

2.3.2. Endokrinolojik Immiinolojik ve Cevresel Faktorler

Endokrinolojik ve hematolojik faktorlere bagli RPL goriilme sikligt %5-10’dur.
Endokrinolojik faktorler arasinda, diyabet, tiroid disfonksiyonu, luteal faz defekti ve
hiperprolaktinemi yer almaktadir (Pluchino ve ark., 2014). Tip 1 ve Tip 2 diyabet
gebeliklerin yaklagik %0,5-1" ini etkileyerek RPL’ye yol agmaktadir. Pregestasyonel
diyabet erken dogum, spontan gebelik kaybi, preeklampsi riskinde artiga sebep olmakla
birlikte glikozun yiiksek diizeylerde teratonejik etkisinden dolayi liimciil embriyonik
malformasyonlara da neden olmaktadir (Pluchino ve ark., 2014). Tiroid hormonu fetal
gelisim ve normal plasentasyon icin vazgecilmezdir. Gebelikte insan koryonik
gonadotropin  (hCG) hormonu etkisi ile tiroid hormon sentezi de artar. Tiroid
disfonksiyonu RPL gelisimi ile iliskilidir (Leung ve ark., 1993). Luteal faz defekti,
gebeligin  baslangicinda korpus luteumdan, gebeligin devaminda ise plasentadan
salgilanan P4’un yetersizligine bagl gelisir. RPL vakalarinin %35’inde luteal faz defekti
goriilmektedir. Ancak literatiirde, luteal faz defektinin RPL etiyolojisi iginde olup
olmadig konusu tartismalidir. Klinikte teshisi i¢in kanitlanmis standart bir test (idrarda
LH seviyesi, bazal viicut 1s1s1 6l¢limii, serum P4 diizeyi) bulunmadigindan ayirici tanm

yontemleri arasindan ¢ikarilmasi Onerilmektedir. Luteal faz defektinin tedavisi igin
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progesteron analogu (progestin) tedavileriyle P4 hormon seviyesi yiikseltilmektedir
(Medicine, 2015). Hiperprolaktineminin (prolaktin yiikselmesi) P4 salinimim
baskilayarak luteal faz defektine yol agtigi ve RPL etiyolojisinde rol aldigi
diistiniilmektedir (McNatty ve Sawers, 1975). Hematolojik faktorler arasinda,
hiperkoagiilabilite ve trombofili yer almaktadir. Hiperkoagiilabilite gebelikte fizyolojik
olarak artmakla birlikte, pthtilasma bozuklugu olan kadinlarda, pulmoner emboli, derin
ven trombozu, preeklampsi, plasental vaskiiler komplikasyonlar, intrauterin gelisme
geriligi ve RPL gibi patolojilere sebep olmaktadir (Brenner, 2004). Kalitsal trombofili
sebepleri arasinda, Faktor V Leiden mutasyonu, protein C ve protein S eksikligi ve
protrombin gen mutasyonu yer almaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok RPL ile iliskisi olan
Protein S eksikligidir (Rey ve ark., 2003).

Immiinolojik ve genetik faktdrlere bagli RPL goriilme sikhigi %10-15°tir. Gebeligin
saglikl bir sekilde ilerlemesi i¢in imiinolojik sistem hayatidir. Maternal immiin toleransta
rol alan hiicrelerin (uNK, diizenleyici T hiicreleri vb.) diizenlenmesi ve yonetilmesinde P4
gorevlidir. Progesteron immiin sistemin ara bulucusu olarak gorev alir. Tekrarlayan
gebelik  kayiplarinda pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuvar sitokin dengesinde
diizensizlik, yetersiz immiin yanit, immiin toleranstan sorumlu hiicrelerin azlig1 ve uNK
hiicrelerinin dengesizligi yer almaktadir (Piccinni ve ark., 2021). Erken dénem spontan
gebelik kayiplarmim en sik rastlanan nedenleri arasinda kromozomal bozukluklar yer
almaktadir. Spontan gebelik kayiplarinin %90’indan fazlasinda sayisal kromozom
anomalileri (anoploidi, poliploidi), yapisal anomaliler (inversiyon, translokasyon) ve
mosaizm goriilmektedir (Hyde ve Schust, 2015). Sayisal kromozom anomalilerinin biiyiik
bir ¢ogunlugu ileri maternal yas kaynaklidir. Inversiyon, ve translokasyon gibi yapisal
kromozom anomalisi olan ¢iftlerde RPL goriilme olasiligi, sayisal kromozom

anomalilerine gore daha distiktiir (Barber ve ark., 2010).

Cevresel faktorlere ve enfeksiyona bagli RPL goriilme siklig1 %5-10dur. Enfeksiyonlarin
spontan gebelik kayiplarina sebep oldugu bilinmesine ragmen RPL ile iligkisi
tartigmalidir. Enfeksiyon kaynaklari, Listeria monocytogenes, Toxoplasma gondii,

sitomegalovirus ve primer genital herpes olmakla birlikte tek baslarina bu enfeksiyon
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kaynaklarinin RPL ye neden oldugu kanitlanmamistir. Ancak Mycoplasma hominis ve
Ureaplasma urealiticum RPL ile en ¢ok iligkilendirilen mikroorganizmalardir
(Obstetricians ve Gynecologists, 2002). Cevresel faktorlerin RPL etiyolojisine dair kesin
kanitlar bulunmasa da sigara ve alkol kullanimi, yiiksek kafein tiikketimi (giinde >300 mg),
anestezik gazlarin solunmasi, ¢esitli ilaclar, agir metaller gibi ¢evresel faktorlerin spontan

gebelik kaybi i¢in risk olusturdugu bilinmektedir (Obstetricians ve Gynecologists, 2002).

2.3.3. Desidual Senesense Bagh Faktorler

Desidualizasyon siirecinde endometriyumun oksidatif strese karsi direngli olusu, lokal
enflamatuvar reaksiyonun modiilasyonu ve immiintoleransin gelisimi saglikli bir gebelik
i¢in kritik 6nem tasir. Desidualizasyonun fizyolojik bir senesens siireci oldugu géz oniine
alindiginda, fizyolojik desidual senesensin (fizyolojik desidual yaslanma) saglikli gebelik
icin gerekli olan tiim kosullar1 destekledigi de bilinmelidir. Ancak, fizyolojinin patolojiye
doniistimii ve patolojik desidual senesens (patolojik desidual yaslanma) siirecine bagl
gelisen desidual kusurlar sonucunda, implantasyon basarisizligi, RPL, spontan gebelik
kayiplari ve uteroplasental disfonksiyon gibi ¢esitli gebelik 6ncesi ve sonrasi bozukluklar

meydana gelmektedir (Weimar ve ark., 2012; Kuroda, 2019).

RPL tanis1 almis kadinlarda, patolojik desidual senesense bagli olarak uzun siireli pro-
enflamatuvar yanit, anti-enflamatuvar fazin desteklenememesi, anormal desidualizasyon,
oksidatif strese kars1 artan hassasiyet ve hCG'ye anormal tepkiler goriilmiistiir (Gellersen
ve Brosens, 2014; Murakami ve ark., 2018). RPL tanis1 almis kadinlarda, endometriyum
doku orneklerinde uNK hiicre eksikligi (yetersiz immiin yanit) ve desidual senesens
belirteglerinde iyodotironin deiyodinaz 2’nin (D102) yiiksek diizeyde eksprese oldugu
goriilmistir (Lucas ve ark., 2020). Bu sonuglar, endometrial stromal hiicrelerin
desidualizasyonu sirasinda, ortamda immiin hiicre yetersizligine bagl artis gdsteren
senesent hiicrelerin sebep olabilecegi diisiinlilmiistiir. Dolayisiyla ortamda, embriyoyu
destekleyecek olgun desidual hiicrelerin yetersizligine bagli gelisen spontan gebelik
kayiplar1 goriilmektedir. Ayrica RPL tanis1 almis kadinlarda goriilen siiper reseptif
endometriyum bir yandan kotii kalitedeki embriyolarin dahi implantasyonuna olanak
saglarken, 1yi kaliteli embriyolar i¢in ise uygun olmayan bir mikrogevre saglayarak yine

spontan gebelik kayiplarina sebep olabilmektedir (Deryabin ve ark., 2020).
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Erken dogum yapan kadinlarin desidual doku 6rneklerinde SA-B-Gal, rapamisinin memeli
hedefi (MTOR) aktivitesi ve gama-H2AX belirteglerinde artis saptanmistir (Gomez-
Lopez ve ark., 2017). Benzer olarak gebeligin 37. haftasindan dnce desidual dokuda artmis
senesent desidual hiicrelerin varliginin desidualizasyon yanitini azalttigini ve erken
dogumun baglamasina neden olabilecegi gosterilmistir (Velarde ve Menon, 2016).
Ortamda sayica artmis senesent hiicreler, prostaglandin aracili sinyal yolunu aktive eden
SASP araciligiyla erken dogumu tesvik eder (Deryabin ve ark., 2020). Ayrica prenatal
donemde, 6lii dogumlarin artmig maternal yasla baglantili oldugu bildirilmistir (Flenady
ve ark., 2011). Reseptif ve reseptif olmayan endometriyumda, senesent hiicrelerin
poplilasyonu ve mezenkimal kok hiicre benzeri hiicreler ile iliskisinin arastirildigi
calismada, reseptif olmayan endometriyumdan izole edilen insan endometriyal stromal
hiicrelerinde artmis SA-B-gal aktivitesi, interlokin-6 (IL6) ve interlokin-17A (IL17A) gibi
senesens iliskili sitokin belirteclerinin artig gosterdigi ve kok hiicre biyo-belirteglerinin
azaldig1 ortaya konulmustur (Tomari ve ark., 2020). Ozetle, fizyolojik desidual senesensin
patolojiye doniismesi, uterus fonksiyonlarinda azalmadan, yetersiz desidualizasyona,
plasental ve gesitli gebelik patolojilerine, kusurlu embriyo gelisimine, 6lii dogumlara,
reseptivite kusurlarina ve erken dogumlara sebep olmaktadir. Dolayisiyla, uterustaki
fizyolojik ve patolojik siire¢lerde goriilen senesent hiicrelerin kadin fertilitesi tizerindeki

olumlu ve olumsuz etkisi olduk¢a karmasiktir (Velarde ve Menon, 2016).

2.4. FOXM1: Forkhead Box (FOX) Ailesine Ait Bir Transkripsiyon Faktorii

Forkhead ailesi ilk olarak Drosophila melanogaster’de tanimlanmis transkripsiyonel
diizenleyici bir ailedir. Drosofiladaki mutasyonuyla ¢atal seklindeki ektopik basg
morfolojileri gosteren bu aile Forkhead olarak adlandiriimistir (Carter ve Brunet, 2007).
Sekans benzerligi temel alinarak FOXA’dan FOXR’ye kadar siniflandirilmis insanda
tanimlanmis 100’den fazla tiyesi vardir (Kaestner ve ark., 2000). FOX ailesinin korunmus
DNA baglanma bolgeleri mevcuttur ki bu bolgeler FKH/FH domeyni olarak adlandirilir
(Huang ve Tindall, 2007). FOX ailesi tiyeleri kritik hiicresel siireclerde rol alirlar. FOXA
ve FOXB alt ailesi, endodermal kdkenli organ gelisiminde hiicresel metabolizma
olaylarinda (Friedman ve Kaestner, 2006); FOXC alt ailesi, kan ve lenfatik damarlarin
olusumu ve olgunlasmasinda (Seo ve ark., 2006); FOXD ve FOXE alt ailesi,
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embriyogenez siirecinde polarizasyonda (Fleskens ve van Boxtel, 2014); FOXJ alt ailesi,
spermatogenezde (Ni ve ark., 2016); FOXO alt ailesi, apoptoz, oksidatif ve hiicresel strese
kars1 direncin diizenlenmesinde (Huang ve Tindall, 2007); FOXP alt ailesi, immiin sistem
gelisim ve islevinin diizenlenmesinde (Kim, 2010); FOXQ, FOXR ve FOXS alt ailesi,
hiicresel farklilasmanin kontroliinde ve koordinasyonunda rol alir (Fleskens ve van

Boxtel, 2014), (Sekil 2.10).

FQXK2

FOXJ3
Foxat FOXJ2

FOXJ1

FOXI3
. Foxi2l Foxa1
A FOXI1

Sekil 2.10: FOX ailesi iiyelerinin filogenetik agaci (Fleskens ve van Boxtel, 2014).

Forkhead box M ailesinin bilinen tek tiyesi olan 12. kromozomun kisa kolunun 13.33
bandinda yer alan ve 10 ekzon igeren FOXML1 bir transkripsiyon faktoriidiir (Laoukili ve
ark., 2007). FOXM1 geni aslinda I-VIII ekzonlar1 ve alternatif ekzonlar olan Va ve
Vl1la’ya sahip toplam 10 ekzondan olusur. Ekzon Va diger FOX ailelelerinde olmayan bir
ozellik ile DNA baglanma alanina (DBD) 15 amino asitlik bir ekleme kodlar. Ekzon VIla
ise transaktivasyon alanina (TAD) 38 amino asitlik bir ekleme kodlar (Ye ve ark., 1997).
Ekzon Va ve Ekzon VIla'nin bu 6zelliklerinden dolay1 FOXM1’in FOXM1a, FOXM1b
ve FOXMIlc olmak fiizere li¢ izoformu bulunmaktadir. FOXMZ1a on ekzonun hepsini
igerir, FOXM1b Va ve Vlla'y1 igermez, FOXM1c ise sadece Va'yi igerirken, FOxM1b ve
FoxM1c izoformlar transkripsiyonal aktivatorlerdir. FoxM1a transkripsiyonal represor
gorevi gormektedir (Koo ve ark., 2012). FOXMZ1’in ii¢ fonksiyonel protein alani
bulunmaktadir. N-terminalinde negatif diizenleyici alan (NRD), merkezi yerlesimli DBD
ve C-terminalinde asidik bir TAD igerir (Sekil 2.11).
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Sekil 2.11: FOXM1 izoformlar: (C. Liu ve ark., 2021).

Literatiirde ge¢mis yillarda farelerde Trident, ratlarda WIN veya INS-1, insanda HFH-11
veya MPP-2 olarak adlandirilan ve bundan dolay1 karisiklik yaratan bu transkripsiyon
faktorii 1998°de bir Oneri ile standart FOXMI1 olarak isimlendirilmeye baslanmistir
(Kaestner ve ark., 2000). Yapilan ilk arastirmalarda, yetiskin dokularinda FOXM1'in aktif
cogalan hiicrelerde smirli oldugunu gosterilirken, embriyonik dokularda ise yaygin

ekspresyonu tanimlanmistir (Korver ve ark., 1997; Ye ve ark., 1997).

2.4.1. FOXM1 Fonksiyonu ve Diizenlenmesi

FOXMI1 hiicresel senesens, DNA hasar yaniti, hiicresel farklilagsma, kok hiicre
yenilenmesi, epitelyal-mezenkimal gegis, oksidatif stresin azaltilmasi, anjiogenez ve pre-
metastatik nis olusumu gibi ¢ok sayida hiicresel fonksiyonda rol oynar (Jaiswal ve ark.,
2014). FOXM1 embriyonik dokularda yaygin olarak 6zellikle epitelyum ve mezankimal
kokenli hizla ¢ogalan hiicrelerde ifade edilirken, yetiskin dokularinda ise sadece yiiksek
cogalma kapasitesine sahip dokularda (timus, testis, endometriyum) ifade edilmektedir.
Cogalma kapasitesi diisiikk olan dokularda, akciger, bobrek, dalak ve ovaryumlarda
FOXM1 ekspresyonu diisiiktiir. Bununla birlikte bircok kanser tiirinde FOXMI1
ekspresyonu yiiksek oranda ifade edilmektedir (M. Liu ve ark.,, 2006). FOXM1
ekspresyonunun hiicrenin ¢ogalma kapasitesi ve durumuyla ilgili dogrudan iliskili oldugu

ve hiicre ¢ogalmasina 6zgii bir protein oldugu gosterilmistir (Laoukili ve ark., 2007).
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FOXM1 geni hiicre dongiisiinde 6zel bir ekspresyon sergiler. S-fazinin baslangicinda
FOXML1 ifadesi artar ki bu artis G2-faz1 ve M-faz1 boyunca devam eder. Hiicre dongiisii
boyunca FOXMI1’in protein fosforilasyonu ve transkripsiyonel aktivitesi es zamanl
olarak devam eder. FOXM1’in ifadesi G2-fazinda maksimuma ¢ikar. C-terminal
bolgesine siklin bagimli kinaz (CDK) baglanmasi ile fosforilasyonu gergeklesip
aktivasyonu tamamlanir. FOXM1, CDK kompleksleri araciligiyla en erken G1-fazinda
baslayip, G2-M-fazlar1 boyunca devam eder. G1-S-fazlarinda siklinE-CDK1 kompleksi,
G2-fazinda siklinB-CDK1 kompleksi baglanir. Tim bunlarin yaninda FOXMI
aktivasyonu sadece fosforilasyon yoluyla degil Ras-MAPK yolag1 gibi uygun mitojenik
sinyallerle de gergeklesebilir (Ma ve ark., 2005) (Sekil 2.12).

[ cyciin Dicaka, 6 ][ cyciin Ercakz ][ cyctin Arcakz | [ Cyelin A/Cdk1, 2

m Cyclin B/Cdk1

@D‘/f % X 90
D G5 G

G1 S G2/M

Auanoe Lpxo4

FoxM1 expression

Sekil 2.12: Hiicre dongiisii boyunca FOXM1 ve fosforilasyonu (Laoukili ve ark., 2007).

2.4.2. FOXM1 ve Hiicresel Senesens

Cogalma kapasitesi yiiksek olan hiicrelerde ifade edilen FOXM1, GO-fazindaki sessiz
durumdaki hiicrelerde ve senesent hiicrelerde ifade edilmez (Koo ve ark., 2012). Ancak
bu hiicreler c¢esitli uyaranlara bagli olarak aktive olup proliferasyon yeteneklerini
kazandiklarinda FOXM1°1 eksprese etmeye baslayabilirler. Keratinosit biiyiime faktord,
fetal sigir serumu, biliyiime hormonlart ve E2 hormonu hiicrelerin proliferasyon

yeteneklerini kazanmasini saglayan uyaranlardir (Down ve ark., 2012; Koo ve ark., 2012).
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Hiicre dis1 veya hiicre igi proliferatif uyaranlar ve sessiz durumdaki hiicrelerin hiicre
dongiisiine girmesine yol agabilen transmembran reseptorleri tarafindan FOXMI
ekspresyonu artarak, gelen sinyallere yanit olarak PI3K-Akt, Ras-ERK, JNK/p38MAPK
gibi sinyal yolaklarinda islev goriir (Yao ve ark., 2018).

Yasin artmast ile Dbirlikte senesent hiicre sayisinin arttigi ve ¢ogalan hiicre
popiilasyonlarinin sayisinin azaldigr bilinmektedir. Geng, orta yasli ve yashi insan
dondrlerinden alinan aktif olarak béliinen insan deri fibroblastlarindaki FOXM1 mRNA
ifadesinin yasin artmasi ile azaldigi bildirilmistir. Yasli dondrlerden alinan fibroblastlarin
FOXM1 mRNA ifadeleri orta yaslilara oranla 3 kat, genglere oranla 9 kat diisiis
sergilemistir (Ly ve ark., 2000). Benzer olarak, yasli insan fibroblast hiicrelerinde mitotik
anomali sikliginin ve buna bagli olarak andploidi artiginin gosterildigi ¢alismada, FOXM1
ekspresyonun yasli insan fibroblast hiicrelerinde azaldigi bildirilmistir. Bunun muhtemel
nedeni olarak, yasin artis1 ile hiicrelerin proliferasyon yeteneklerinin azalmasi ancak stres
seviyesinin, genomik kararsizligin ve proteostaz kaybinin artmasi oldugu diisiiniilmiistiir

(J. C. Macedo ve ark., 2018).

2.4.3. FOXM1 ve Desidualizasyon

Embriyo implantasyonu ve kanser ilerlemesinin benzer 6zellikleri g6z 6niine alindiginda,
kanser siirecinde ekspresyonu artan Foxml’in embriyo implantasyonunda da rol
alabileceginin diistiniildiigii bir calismada, farelerde normal gebeligin 1. ve 5. giinlerinde
Foxm1 protein ekspresyonunun embriyo implantasyonu sirasinda zamana bagl degisiklik
gosterdigi bildirilmistir. Buna gore farelerde gebeligin 1-3. gilinlerinde Foxm1’in stromal
hiicrelerde eksprese olmaya basladigi goériilmiistiir. Bunun sebebi olarak, farelerde
desidualizasyonun embriyo varligi ile tetiklenmesi ve desidualizasyon Oncesinde
hiicrelerin proliferasyon kapasitesinin artmasiyla Foxml ekspresyonununda stromal
hiicrelerde artis olabilecegi degerlendirilmistir. Ote yandan, gebeligin ilerlemesi ile
Foxm1’in glandiiler ve liimen epitelinde eksprese oldugu gortilmistiir (Xie, Cui, ve ark.,
2014). Farelerde yapilan baska bir ¢alismada ise, fare stromal hiicrelerinde Foxml
yoklugunun, maternal kisimda desidual hiicrelerde bozulmus poliploidi ve desidual hasar,
fetal kisimda ise embriyonik gelisimsel hatalar nedeniyle embriyonik 6liimle sonuglandigi

bildirilmistir (Krupczak-Hollis ve ark., 2004). Foxml'in farelerde kosullu silinmesinin,
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hiicre dongiisii ilerlemesini ve desidual hiicrelerin olusumunu engelledigi ve
desidualizasyon kusurlarina ek olarak implantasyon basarisizligina sebep oldugu
gosterilmistir (Gao ve ark., 2015). Yapilan baska bir ¢alisma da ise farelerde Foxml
kaybinin sentrozom hatalarina sebep oldugu bildirilmistir (Schuiiller ve ark., 2007).
Sentrozom hatalarinin, ortamda senesent hiicrelerin artigina da sebep olarak, hiicresel
yaslanmay1, genomik kararsizligi ve immiin sistemi etkiledigi bilinmektedir (Wu ve ark.,
2020). Ogzetle, farelerde Foxml, desidualizasyon, implantasyon ve endometrial

reseptivitenin kazanilmasinda énemli bir rol oynamaktadir.

Insanlarda, FOXM1 menstrual siklus sirasinda proliferatif ve ge¢ sekretuvar fazda insan
endometriyumunda dinamik olarak yiiksek oranda eksprese edilir. Hem proliferatif hem
de gec sekretuvar fazda FOXM1’in bu yiiksek ekspresyonu, insan endometriyumunun
yenilenmesinde, gebelige hazirlanmasinda ve gebelik devamliliginin korunmasinda
potansiyel bir rolii oldugunu disiindiiriir. Ek olarak, orta-sekretuvar fazda (ki bu faz
embriyo implantasyonunun gerceklestigi “implantasyon penceresi” donemine denk gelir)
FOXM1’in endometriyal stromal hiicrelerde yiiksek oranda niikleusta eksprese oldugu
goriilmistir (Xie, Li, ve ark., 2014; Jiang ve ark., 2015). Bu durum desidual genleri
diizenleyen niiklear transkripsiyon faktorii olan FOXM1’in sekretuvar fazin her {i¢
doneminde de Onemini gostermektedir. Tiimdrogenez ile implantasyon siireglerinin
benzerligine dikkat ¢eken insan hiicre hatlartyla yapilan bir ¢alismada, aragtirmacilar in
vitro kosullarda FOXM1’in ekstravilloztrofoblast (EVT) hiicrelerindeki potansiyel roliinii
arastirmigtir. Dikkat ¢ekici bir sekilde, insanlarda FOXMZ1’in EVT’larin invazyon
stireglerini yonlendirdigi bildirilmistir (Xie ve ark., 2015). Yapilan baska bir ¢aligmada,
insan endometrial stromal hiicre hattinda, FOXM1 inhibisyonunun, endometriyal stromal
hiicrelerin proliferasyonu sirasinda G2/M-faz gecisini geciktirdigini, endometriyal
stromal hiicrelerin proliferasyonlarin1 ve desidual hiicrelere farklilasmalarini engelledigi
bildirilmistir (Jiang ve ark., 2015). Insanlarda, VEGF ekspresyonunun reseptif
endometriyum igin bir biyobelirteg olabileceginin tartisildigi bir ¢calismada ise FOXM1’in
VEGF ekspresyonunu up-regiile ettigi gosterilmistir (Paul ve ark., 2013; X. Liu ve ark.,
2018). Dolayisiyla insanlarda FOXM1’in desidualizasyon ve implantasyona ek olarak,

endometriyal reseptivitenin kurulmasi i¢in de gerekli oldugu raporlanmastir.
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2.5. Progesteron Analogu (Progestin) Uygulamalari

Her menstrual siklusta LH pikinin ardindan ovulasyon tetiklenir ve bdylece luteal faz
evresi baglamis olur. Luteal faz evresi, gebeligin olusumu ve devamliligi i¢in hayati 6nem
tasimaktadir. Luteal faz evresinin kontrolii ve diizenleniminden P4 hormonu sorumludur.
Menstrual siklusun orta luteal faz evresinde, serum P4 seviyesi 3-30 ng/mL diizeyinde
olup 90 dakika icerisinde toplam sekiz kez dalgalanma gosterir. Erken gebelikte 8-
10.haftalarda P4 iiretimini korpus luteum saglarken, gebeligin ilerlemesi ve plasentanin
gelisimi ile P4 {retimini plasenta devir alir ki buna “luteo-plasental geg¢is” ad1 verilir.
Saglikli bir erken gebelikte serum P4 seviyesi 10-50 ng/mL iken, spontan kayiplarin
goriildiigii patolojik gebeliklerde serum P4 seviyesi 3-10 ng/mL seviyesinde kalmaktadir
(Fanchin ve ark., 2003).

Korpus luteumun fonksiyon bozukluguna bagli gelisen P4 hormon iiretiminin azalmasi ile
luteal faz defekti goriilmektedir (Usadi ve ark., 2008; Boutzios ve ark., 2013). P4 hormon
seviyesindeki azalma ile spontan gebelik kaybi yasandig bildirilmistir (Felberbaum ve
ark., 2000). Progestinler, P4 hormonuna benzer etkiye sahiptirler. Bu nedenle {iremeye
yardimcir tedavi protokollerinde saglikli gebeligin devamliligini desteklemek adina
gebeligin 10-12. haftasina kadar progestin tedavilerinin uygulanmasi tavsiye edilir.
Progestin tedavileri, P4 hormonu agonisti olup dogrudan hormonal etki gdstermeye
yardimcidirlar. Progestinler dogal ve sentetik olmak {izere iki formda olup vajinal, oral,
intramuskiiler rektal ve subkutan olarak uygulanmaktadir. Vajinal kullanimda,
karacigerde enzimatik yikima ugramayip hizla absorbe edilmesi, biyoyarlaniminin yiiksek
olmasi ve yan etkisinin az olmasi sebebiyle en sik tercih edilen yontemdir (Fatemi ve ark.,
2007). Yapilan meta-analiz sonucuna gore, intramuskiiler progestin uygulamasi vajinal

uygulamaya gore daha etkili oldugu bildirilmistir (Propst ve ark., 2001).

Gebelik patolojilerinin tedavilerinde 10.karbon atomlarinda metil grubu igermeyen
nomegestrol asetat, nesterone, demegeston, promegeston ve trimegeston gibi progestinler
kullanilsa da siklikla medroksiprogesteron asetat ve didrogesteron gibi 10.karbon

atomlarinda metil grubu igeren progestinler kullanilmaktadir (Micks ve ark., 2015).
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2.5.1. Medroksiprogesteron Asetat

Medroksiprogesteron asetat, C2sHz104 kimyasal formiiliine sahip progestin tipi bir
hormonal ilagtir. Yapay bir P4 olup, progesteronun biyolojik hedefi olan progesteron
reseptoriine baglanir. Progesteronun, endometriyumun korunmasinda 6nemli rol
oynadigi, endometriyumu gebelik i¢in hazirladigi ve desidualizasyonu destekledigi
bilinmektedir. Ote yandan, endometriyal patoloji durumlarinda P4 un fonksiyonu siklikla
degiskenlik gostermektedir (I. I. Lee ve Kim, 2014). Endometriyal patolojilerde, siklikla
iretilen P4 seviyesi diismekte veya tam tersi P4 iiretimi artmakta ancak hiicreler

progesteron reseptoriine yetersiz yanit vermektedir (Thieffry ve ark., 2022).

MPA, genomik olmayan yolak {izerinden hizli bir sinyallesme mekanizmasina baglh
olarak progesteron reseptoriinii aktive ederek gen transkripsiyonunu indiikler
(Moussatche ve Lyons, 2012). MPA, Diinya Saglik Orgiitii'niin temel ilaglar listesinde yer
almakta ve giiniimiizde endometriyozis, endometriyal hiperplazi, anormal uterin kanama
ve menopozal hormon tedavisinin bir pargasi olarak kullanilmaktadir (Kuhl, 2005).
MPA'nin diisiik dereceli endometrial tlimoérleri olan hastalarda genel sagkalimi uzattig1 da
gosterilmistir (Thigpen ve ark., 1999). Endometrial tiimorlere ek olarak, uterin leiomyom
tedavisinde de MPA kullaniminin, leiomyom gelisiminde azalmaya yol actig1 ve hasta
genel durumunu iyi yonde etkiledigi bildirilmistir. Aragtirmacilar, iireme ¢agindaki geng
kadinlarda siklikla ortaya ¢ikan uterin leiomyomlarin tedavisinde MPA’nin giivenilir ve
girisimsel olmayan bir tedavi yontemi olabilecegini belirtmislerdir (Harmon ve ark.,
2022). MPA gebelikte de giivenle kullanilmaktadir. 2020 yilinda tamamlanan, 14 yillik
gozlemsel caligma raporuna gore, 4057 klinik gebelikten 1343l diisiik tehdidi nedeniyle
MPA kullandig1 ve bunlarin 934'i (%69,6) canli dogum ile sonuglandig1 bildirilmistir
(Yovich ve ark., 2020).

2.5.2. Didrogesteron

Didrogesteron, ilk olarak 1950°1erde gelistirilmis olup 1960°1arda klinik kullanima ge¢mis
bir progestindir. DYD yaygin olarak, menometroraji, adet diizensizlikleri, dismenore,
RPL tedavisi, endometriyozis ve premenstriiel sendrom tedavilerinde siklikla
kullanilmaktadir. DYD, yapisal a¢idan dogal P4 ile yakindan iligkilidir ve emiliminden

sonra biiyiik 6l¢iide kararli 20-a-dihidrohidrogesterona doniistiirtiliir (Van Amsterdam ve
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ark., 1980). Progesteron molekiiliinden tek farki 6. ve 7. karbon molekiillerinde ek ¢ift bag
icermesidir. DYD, 10. karbonundaki metil grubunun betadan alfa pozisyonuna gegmesi
ve 9. karbonundaki hidrojen atomunun alfadan beta pozisyonuna ge¢mesi sebebiyle P4
hormonuna kiyasla kolaylikla biikiilebilir bir molekiildiir. DYD, yiiksek secicilige sahip
sentetik bir progestin olup %85 baglanma afinitesi ile ortamda sadece progesteron
reseptoriine baglanir. MPA ise DYD’ye kiyasla progesteron reseptdriine baglanma
afinitesi daha yiiksekken (%196) androjenik/6strojenik etkiye sahip olup diger hormon

reseptorlerine de diisiikte olsa baglanma afinitesi (%10) vardir (Kontula ve ark., 1975).

DYD’nin en fazla oral kullaniminda biyoyararlanimi yiiksektir. Vajinal yolla uygulanan
diger progestinler kadar etkili olup olmadiginin arastirildigi ¢alismalar mevcuttur. 2018
yilinda, oral DYD ve vajinal P4 kullanan 3386 kadinin dahil edildigi 8 randomize
kontrollii ¢alismanin meta-analizinde oral DYD kullaniminin en az vajinal P4 kullanimi

kadar etkili oldugu bildirilmistir (Barbosa ve ark., 2018).

Cesitli endometriyal patolojilerin ve dzellikle erken gebelik kayiplarinin 6nlenmesinde
giivenle kullanilan MPA ve DYD’nin gerek progesteron reseptoriine baglanma
afinitelerinin farkliliklarindan dolayi, gerekse MPA’nin diger hormon reseptdrlerine
baglanabilme potansiyellerinden dolayr literatiirde iki progesteron analogunun
karsilastirmali analizleri bulunmaktadir (Schindler, 2009). Ayrica, MPA ve DYD’nin
insan umblikal ven endotel hiicrelerinin molekiiler sinyallesmeleri {izerinde farkli etkilere
sebep oldugu bildirilmistir (Simoncini ve ark., 2006). Bu sebeple progesteron reseptoriinii
aktive eden MPA ve DYD’nin farkli farmakolojik 6zelliklere sahip olduklart g6z ontine

alindiginda, klinik agidan karsilastirmali degerlendirilmeleri 6nerilmektedir.
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3. GEREC ve YONTEM

Calismamizin deneysel tasarimi Sekil 3.1°de 6zetlendi.

200 R ]
_—

i < MPA + :
desidual doku eldesi ve — 3
& Y 4

hiicre izolasyonu
DYD - < '
E > -

‘ DYD +
—

Kontrol Gebelik ve RPL

- V_
Progesteron Analogu Uygulanmis ve Uygulanmamis Kontrol Gebelik ve RPL Grubunun Primer Desidual Hiicrelerinde

immunofloresan analizi

ﬁ ,,F FOXO1, DIO2, B-GAL, FOXM1, p-FOXM1

Western blot analizi
!'-'-'»‘ J FOXM1, p-FOXM1

— : = . Sferoid geni ve Mi on analizi

7 "Primer desidual hiicrelerin AC-1M88
55 L . hiicreleriyle kurulan ko-kiiltiir modelinde"

Sekil 3.1: Calismanin deneysel tasarimi. Sekil, Biorender yazilimi kullanilarak olusturuldu.

3.1. Desidual Dokularin Eldesi

Ornekler, Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi Kadin Hastaliklart ve Dogum AD.,
Perinatoloji boliimiine basvuran hastalardan toplandi. Akdeniz Universitesi Tip Fakiiltesi
insan etik kurulu (protokol no: KAEK-726) ve Diinya Tip Birligi (WMA) Helsinki
Bildirgesi kurallarina uyuldu ve hastalardan goniillii onam formlar1 alindi. Hastalarin
desidual doku 6rnekleri, gebelik desiduasindan maternal kiiretaj yoluyla elde edildi (Shao
ve ark., 2020). Calisma gruplarinin istatistiksel analizi i¢in gruplarda gereken 6rneklem
sayist %80 giig, 0.05 istatistiksel anlamlilik ve 0.56 etki biiyiikliigiinde ANOVA gii¢
analizi kullanilarak hesaplandi ve her bir grup i¢in 10 adet desidual doku 6rnegi gerektigi
saptand1. Bu nedenle, ¢aligmada iki grup olusturuldu ve her gruptan n=10 desidual doku

Ornegi toplandu.
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Grup 1: Kontrol gebelik grubu; fizyolojik gebelik grubu-istemli sonlandirilmis ve klinik
olarak saglikli gebelikleri olan hastalardan (n=10) desidual doku ornekleri gebelik

desiduasindan maternal kiiretaj yoluyla toplandi.

Grup 2: RPL grubu; patolojik gebelik grubu-tekrarlayan gebelik kayb1 (RPL-20. gebelik
haftasindan once iki veya daha fazla sayida yasanan spontan gebelik kaybi) yasayan
kadinlarin (n=10) desidual doku 6rnekleri gebelik desiduasindan maternal kiiretaj yoluyla
toplandi. Calismada ACOG, ASRM ve ESHRE gibi uluslararast kuruluslarin RPL tanimi
(iki veya daha fazla sayida yasanan spontan gebelik kaybi) baz alindi (Jauniaux ve ark.,
2006; Medicine, 2012).

Her iki grupta hastalarin dislanma kriterleri belirlendi: (1) pelvik muayene ve ultrasona
gore uterus i¢in anatomik malformasyon tasiyanlar, (2) genetik anomalisi bulunanlar, (3)
endokrin veya metabolik hastaliklar igerenler, (4) enfeksiyon tasiyanlar, (5) 40 yasin
tizerinde olanlar, (6) gebelik siirecinde progesteron analogu (progestin) tedavisi alanlar,
(7) birden fazla partnerden gebelik kaybi1 yasayanlar. Bu kriterlerden herhangi birini dahi
tastyan hastalar her iki grup i¢in de ¢aligmaya dahil edilmedi (Dimitriadis ve ark., 2020;
Lv ve ark., 2021).

3.2. Primer Desidual Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii
Kontrol gebelik ve RPL gruplarindan alinan desidual doku 6rneklerinin izolasyonunda
asagidaki protokol sirasi ile uygulandi (Farine ve ark., 2018; Shao ve ark., 2020).

1) Desidual doku 6rnekleri 50 ml’lik steril falkonda (Corning #430291) buz iizerinde
hizlica laboratuvara getirildi.

2) Desidual doku ornekleri buz iizerinde bistiiri (Brooche #12008) yardimi ile
parcalandi ve ardindan %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco #26140079), %1
penisilin-streptomisin (Gibco #15070063) ve %1 L-glutamin (Gibco #25030081)
ilaveli DMEM:F12 (Gibco #11320033) kiiltiir besiyerine, 500 pg/ml kollajenaz
tip 1-a (Sigma #C0130) ve 100 ug/ml DNase | (Thermo #89836) ilavesi yapilarak
37°C de 2 saat inkiibe edilerek enzimatik sindirim yapildi.

3) Enzimatik sindirimin ardindan, doku ornekleri 40 puM'lik hiicre siiziiciiden
(Corning #431751) gegirildi ve 1000 rpm’da 5 dakika 3’er kez santrifiij (Sigma
#2-16K) edildi.
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4) Santrifiij sonunda, siipernatant atilip, pellet tizerine 3 mL besiyeri ilave edildi ve
slispanse hale getirildi.

5) Elde edilen desidual hiicreler, 1:1 oraninda %0.4’liik tripan mavisi boyasi
(Invitrogen #T10282) ile Thoma lamina (Isolab #SH-204-001) eklenerek,
mikroskop altinda canli ve 6lii hiicreler ayirt edildi. Canli hiicre orani (%) = boya
almamis hiicrelerin sayisi/toplam hiicre sayist X 100 formiilii ile hesaplandi ve
deneye canli hiicreler ile devam edildi.

6) Primer desidual hiicre izolasyonu sonrasinda elde edilen siispanse haldeki primer
desidual hiicreler, %10 FBS, %]1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin ilaveli
DMEM:F12 besiyerinde 25 cm?’lik flaskta (Corning #CLS430639) 37°C de %5
CO?'li inkiibatorde (Panasonic #MCO-18AC-PE) kiiltiire edildi (Sekil 3.2).

p—

vii \} viii ‘w

Sekil 3.2: Primer desidual hiicre izolasyonu ve kiiltiirii. i) Kontrol gebelik (n=10) ve RPL (n=10) gruplarina
ait desidual doku Ornekleri buz iizerinde hizlica laboratuvara getirildi. ii) Doku buz iizerinde bistiiri
yardimiyla kiigiik pargalara ayrild. iii) Kollajenaz Tip I-a ve DNase I ilavesi yapilan DMEM:F12 besiyeri
eklendi. iv) Dokular 37°C de 2 saat inkiibe edilerek enzimatik sindirim yapildi. v) Ardindan, doku 6rnekleri
40 pM'lik hiicre siiziiciiden gegirildi. vi) 1000 rpm’da 5 dakika 3’er kez santrifiij edildi. vii) Elde edilen
stispanse haldeki primer desidual hiicrelerin tripan mavisiyle thoma laminda canli ve 6li hiicre ayrimi
yapildi. viii) 25 cm?’lik flaskta canli primer desidual hiicrelerle kiiltiire devam edildi. ix) Primer desidual
hiicreler 37°C de %5 CO2’li inkiibatorde kiiltiire edildi. Sekil, Biorender yazilimi kullanilarak olusturuldu.
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3.3. Progesteron Analogu (Progestin) Uygulamalari
Progesteron analogu olan progestin (MPA ve DYD) uygulamalarinin kontrol gebelik ve
RPL gruplarindaki desidual hiicrelere etkisini gézlemlemek amaciyla, asagidaki gruplar
olusturuldu.
i.  Kontrol gebelik + MPA grubu

ii.  Kontrol gebelik + DYD grubu

iii. RPL + MPA grubu

iv. RPL+DYD grubu
Desidual hiicrelerin kiiltiire edildigi %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin, %1 L-glutamin
ilaveli DMEM:F12 besiyeri igerigine MPA ve DYD uygulamasi i¢in asagidaki protokol
strast ile uygulandi.

1) 1 mL etil alkolde (Chemlab #L00.0505.5000), 5 mg MPA (Sigma #1378001)
cozildi ve elde edilen total konsantrasyon (12.900 puM), 20 puM final
konsantrasyonu olacak sekilde medium ile seyreltildi ve 48 saat boyunca 37°C de
%5 CO?'li inkiibatorde kiiltiire edildi (Xu ve ark., 2023).

2) 1 mL etil alkolde, 63 mg DYD (Selleckchem #S4097) ¢6ziildii ve elde edilen total
konsantrasyon (201.000 uM), 20 uM final konsantrasyonu olacak sekilde medium
ile seyreltildi ve 48 saat boyunca 37°C de %5 CO?i inkiibatdrde kiiltiire edildi
(Simoncini ve ark., 2006).

3) Kontrol gebelik ve RPL gruplarina MPA ve DYD uygulamalarindan sonra PRL
ve IGFBP-1 seviyeleri ELISA yontemiyle, FOXO1, D102, B-GAL, FOXML1 ve p-
FOXM1 (Thr 600) ekspresyonlart1 immiinofloresan yontemiyle analiz edildi.
FOXM1 ve p-FOXM1 (Thr 600)‘in protein ekspresyon diizeyleri western blot

yontemiyle analiz edildi.

3.4. ELISA Yontemi ile PRL ve IGFBP-1 Seviyesinin Ol¢iimii

Primer desidual hiicreler elde edildikten yaklasik 48 saat sonra, hormon ilavesiz
besiyerinde, desidual hiicrelerin karakterizasyonlarini yansitan prolaktin (PRL) ve instilin
benzeri bilylime faktorii baglayict protein 1 (IGFBP-1) ekspresyonunun devam etmesi
hiicrelerin uygun in vitro kosullarda devamliliklarint sagladiklarinin bir géstergesidir (Lv

ve ark., 2021). ELISA yontemi igin, 48 saat kiiltiire edilen desidual hiicrelerden toplanan
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slipernatantta desidual hiicrelerin ortama salgiladigi PRL ve IGFBP-1 seviyesi ol¢iilmdii

ve asagidaki protokol sirasi ile uygulandi.

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

25 cm?’lik flasklarda kiiltiire edilen desidual hiicrelerin mediumlar, 15 ml’lik
steril falkona (Corning #430766) toplandi ve +4°C de 1000 g de 20 dakika santrifiij
edildi ve elde edilen siipernatantlar deneyler yapilana kadar -20°C de saklandi.
Calisilacak siipernatantlar oda 1sisina getirildikten sonra, hazirlanan standartlar
(S1, S2, S3, S4, S5, S6, S7, S8) ve ornekler 100 uL olacak sekilde kuyucuklara
yiiklendi.

Ardindan, {izeri parafilm ile kaplanip, 37°C de 90 dakika inkiibe edildi.

Siire sonunda, her bir kuyucuga 1:99 oraninda hazirlanan, 100 pL biyotinli tespit
antikor solusyonu kuyucuklara eklerek, 37°C de 1 saat inkiibe edildi.

Devaminda, inkiibasyon karigimi uzaklastirildi ve 3’er kez 2’ser dakika yikama
soliisyonu ile yikandi.

Yikamanin ardindan, 1:99 oraninda hazirlanan, 100 pl. HRP soliisyonu
kuyucuklara eklenerek, 37°C de 30 dakika inkiibe edildi.

Ardindan, 3’er kez 5’ser dakika yikama soliisyonu ile yikandi.

Yikama sonrasinda, 90 uL substrat soliisyonu eklenerek 37°C de 25 dakika inkiibe
edildi ve rengin maviye doniistiigii gorildii.

Inkiibasyonun ardindan, tiim kuyucuklara 50 uL sonlandirict soliisyon eklenerek
rengin sartya donistigii gorildii ve hemen 450 nm dalga boyunda EPOCH
mikroplate okuyucu (BioTek Vermont #254775) kullanarak, PRL ve IGFBP-1

seviyeleri ol¢iildii.

10) Olgiim sonucunda elde edilen optik dansite (OD) degerleri kaydedildi ve standart

calisma cozeltilerinin absorbans degerleri ile standart egri olusturuldu ve PRL ile

IGFBP-1 seviyeleri ng/mL cinsinden ifade edildi.

11) Deneyler alt1 bagimsiz biyolojik drnekte (n=6) bagimsiz olarak iki kez tekrarlandi

(2 teknik tekrar).

12) istatistiksel analizler GraphPad Prism 9 yazilimi kullanilarak gerceklestirildi.

ELISA yonteminde kullanilan PRL ve IGFBP-1 kitinin katalog numaralar1 ve standart

degerleri Tablo 3.1’de gosterildi.
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Tablo 3.1: PRL ve IGFBP-1’in katalog numaralar1 ve standart degerleri.

PRL IGFBP-1

Katalog Elabscience #E-EL-H0141 | Elabscience #E-EL-H0442
numarasi

S1: 100 ng/mL S1: 10 ng/mL

S2: 50 ng/mL S2: 5 ng/mL

S3: 25 ng/mL S3:2,5ng/mL
Standart S4: 12,5 ng/mL S4: 1,25 ng/mL
degerleri S5: 6,25 ng/mL S5: 0,63 ng/mL

S6: 3,13 ng/mL S6: 0,32 ng/mL

S7: 1,56 ng/mL S7: 0,16 ng/mL

S8: 0,78 ng/mL S8: 0,08 ng/mL

3.5. immiinofloresan Analizi

MPA ve DYD uygulanmis ve uygulanmamis primer desidual hiicrelerin immiinofloresan

analizi i¢in asagidaki protokol sirasi ile uygulanda.

1)

2)
3)

4)

5)

Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait desidual hiicreler %4 paraformaldehit
(Merck #1.04005.1000) ile oda 1s1sinda 10 dakika fikse edildi.

Fiksasyonun ardindan, hiicreler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi.

Ardindan %0,1 Triton X-100 (Sigma #X100) ile oda 1sisinda 15 dakika
permeabilizasyon islemi gergeklestirildi.

Devaminda hiicreler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi ve bloklama agamasina
gecildi.

Bloklama soliisyonu FOXO1 (desidual hiicre belirteci), f-GAL (senesent hiicre
belirteci), FOXML1 (desidual hiicrelerdeki proliferasyon belirteci) ve p-FOXM1
primer antikorlar1 i¢in %35 oraninda hazirlanan normal kegi serumu (Vector
#S1000) ve DIO2 (senesent desidual hiicre belirteci) primer antikoru iginse %5
oraninda hazirlanan normal tavsan serumu (Sigma #R9133) kullanildi ve oda

1s1sinda 1 saat inktbe edildi.
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6) Bloklama asamasindan sonra, 1:100 diliisyonda FOXOL1 primer antikoru (tavsan
mADb, Cell Signaling #2880), 1:100 diliisyonda D102 primer antikoru (kegi pAb,
Invitrogen #PA5-18659), 1:400 diliisyonda B-GAL primer antikoru (tavsan mAb,
Cell Signaling #27198), 1:250 diliisyonda FOXM 1 primer antikoru (tavsan mAb,
Abcam #ab207298) ve 1:100 diliisyonda p-FOXML1 (Thr 600) primer antikoru
(tavsan pAb, Invitrogen #PA5-105625) hazirland: ve hiicrelere uygulanarak +4°C
de gece boyu inkiibe edildi.

7) Uygun primer antikorlar i¢in tavsan IgG (Vector #1-1000-5) ve keci IgG (Vector
#1-5000-5) izotip kontrol olarak kullanildi. Sekonder antikorlari test etmek igin ise
primer antikor yerine PBS kullanildi.

8) Ertesi giin PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikamanin ardindan sekonder
antikor agsamasina gegildi. Bunun i¢in FOXOI, B-GAL, FOXML1 ve p-FOXM1
(Thr 600) primer antikorlari i¢in 1:1000 diliisyonunda hazirlanan keci anti-tavsan
Alexa Fluor-488 bagli sekonder antikor (Abcam #ab150077) ve DIO2 iginse
1:1000 diliisyonunda hazirlanan tavsan anti-kegi Alexa Fluor-488 bagl sekonder
antikor (Abcam #ab150141) hiicrelere uygulandi ve 1 saat oda 1sisinda karanlikta
bekletildi.

9) Siire sonunda PBS soliisyonunda 3 kez 5’er dakika yikama yapildi.

10) Hiicre niikleuslarmin boyanmasi i¢in gerekli olan Hoescht boyasi (Invitrogen
#H3570) 1:2000 diliisyonunda hazirlanarak oda 1sisinda 5 dakika bekletildi.

11) Ardindan hiicreler PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi ve kapatma soliisyonu ile
kapatildi.

12) Boyanmalar Olympus BX61 floresan mikroskobu ile degerlendirildi ve
fotograflar KC Junior yazilimi kullanilarak kaydedildi.

13) Kontrol gebelik ve RPL gruplarindaki FOXO1, DIO2, B-GAL, FOXM1 ve p-
FOXMI1 antikorlarinin ortalama floresan yogunlugu ImageJ yazilimi (NIH,
Bethesda, MD, ABD) kullanilarak 6l¢iildi.

14) Deneyler on bagimsiz biyolojik 6rnekte (n=10) bagimsiz olarak ii¢ kez tekrarlandi
(3 teknik tekrar).

15) Istatistiksel analiz GraphPad Prism yazilim1 9 kullanilarak gergeklestirildi.
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3.6. Western Blot Analizi

MPA ve DYD uygulanmis ve uygulanmamis primer desidual hiicrelerdeki total ve

fosforile FOXM1’in protein diizeyindeki degisikler western blot yontemiyle analiz edildi

ve asagidaki protokol sirasi ile uygulandi.

1)

2)

3)

4)

5)
6)
7)

8)
9)

Monolayer hiicrelere 2,5 mL %0.25 Tripsin-EDTA (Gibco #25200056) eklendi ve
37°C de 5 dakika beklenerek hiicreler siispanse hale getirildi.

Siispanse hale gelen hiicrelerde, Tripsin-EDTA’nin inhibisyonu ig¢in 2,5 mL
besiyeri eklendi ve 1000 rpm’da 3 dakika santrifiij edildi.

Sonrasinda protein lizat eldesi i¢in igerisinde 10 pL Fenilmetilsiilfonil floriir
(PMSF), 10 uLL Sodyum ortovanadat (NazVVO4) olan 1 mL Ripa Tampon soliisyonu
(Elabscience #E-BC-R327) hazirland.

Ardindan siipernatant atilip, 2.5x10° hiicre i¢in pellet iizerine 50 pL Ripa Tampon
soliisyonu eklenerek buz iizerinde yarim saat inkiibe edildi.

Siire sonunda 12.000 rpm’da +4°C de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant alinarak -20°C de saklandi.

Protein miktar tayini i¢in -20°C de bulunan Ornekler ¢6zdiiriilerek hiicrelerin
icerdigi protein miktarlar1 bicinchoninic asit (BCA) kiti (Sigma #BCALl)
kullanilarak tespit edildi.

Protein miktar tayininin ardindan 6rnekler 95°C deki suda 5 dakika kaynatildi.
Biorad %10 TGX FastCast Acrylamide Kit (Biorad #1610173) ile jel hazirlanip,
her bir kuyucuga 30 pg 6rnek protein miktarlart esit olacak sekilde yiiklendi ve

Biorad Mini Protean Sistem III tankinin igine yerlestirildi.

10) Mini Protean Sistem III tankina elektroforez soliisyonu eklenerek, tank giig

kaynagina baglandi ve proteinler 100 voltta 10 dakika, 200 voltta 60 dakika

yiriitiildiikten sonra, blotlama agamasina gegildi.

11) Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra elde edilen membran,

igeriginde %0,1 Tween-20 (Amresco #0994C037), %5’lik yagsiz kuru siit tozu
(Biorad #70-6404) bulunan tris tuz soliisyonu (TBS-T) ile hazirlanan bloklama

sollisyonuna alindi.

12) Membran oda 1sisinda 1 saat ¢alkalayici lizerinde bloklandi ve ardindan primer

antikorlar FOXM1 (1:1000), p-FOXM1 (Thr 600) (1:1000) ve B-Actin (Cell
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Signaling #4970, 1:3000) hazirlanarak, membran iizerine eklendi ve soguk odada
gece boyu calkalayici lizerinde inkiibe edildi.

13) Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 er kez 10 dakika yikama yapildi.

14) Ardindan membran, 1:5000 diliisyonunda hazirlanan horseradish peroksidaz
(HRP) bagli keci anti-rabbit konjuge sekonder antikorla (Vector #P1-1000-1) oda
sicakliginda galkalayici tizerinde 1 saat inkiibe edildi.

15) Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3 er kez 10 dakika yikama yapildi1 ve membran
SuperSignal West Pico Plus Chemiluminescent Substrate (Thermo #34580) ile oda
isisinda karanlikta 5 dakika inkiibe edildi. Ardindan Azure C280 cihazinda
okutuldu.

16) p-FOXM1/FOXM1 bant yogunlugu ImageJ yazilimi kullanilarak analiz edildi.

17) Deneyler alt1 bagimsiz biyolojik drnekte (n=6) bagimsiz olarak iki kez tekrarland:
(2 teknik tekrar).

18) Istatistiksel analizler GraphPad Prism yazilimi 9 kullanilarak gergeklestirildi.

3.7. Sferoid Genisleme ve Migrasyon Analizi

MPA ve DYD uygulamasinin endometriyumdaki fonksiyonel etkisini degerlendirmek
amaciyla kontrol gebelik ve RPL gruplarindaki primer desidual hiicrelerin insan
ekstravilloz trofoblast benzeri hiicre hattt olan AC-1M88 hiicreleriyle ko-kiiltiirii yapildi
ve ardindan sferoid genisleme ve migrasyon analizleri gerceklestirildi (C.-C. Liang ve
ark., 2007; Weimar ve ark., 2012; Gellersen ve ark., 2013). Bunun i¢gin asagidaki protokol
sirast ile uygulandi.

1) Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerle kiiltiire edilecek
olan insan ekstravilloz trofoblast benzeri hiicre hatti AC-1M88 (DSMZ #457)
ticari olarak satin alindi.

2) AC-1MS88 hiicreleri igin %1 penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin, %10 FBS
iceren DMEM:F12 besiyeri hazirlandi.

3) Soguk zincir ile getirilen hiicre hatti, 37°C de su banyosunda hizlica ¢6ziildiidii ve
5 mL besiyeri ilavesi ile 1500 rpm da 5 dk santrifiij edildi.

4) Santriflij sonunda, slipernatant atilip, pellet lizerine 3 mL besiyeri ilave edilerek

slispanse hale getirildi.
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5) Onceden 2 mL besiyeri ile sartlandirilmis 25 cm?’lik flaska aktarilip, 37°C de, %5
CO?1i inkiibatdrde kiiltiire edildi.

6) Sferoidlerin olusumu i¢in %3 oraninda orta viskoziteli metil seliiloz (Merck
#0512) destek materyali hazirland1 (Gonzalez ve ark., 2011).

7) Bunun i¢in; manyetik karistiricida 48°C ye ayarlanmis 1sida, 100 mL steril distile
su igine 3 gr metil seliiloz eklendi ve ¢ozelti berraklagincaya kadar karistirildi.

8) Hazirlanan ¢ozelti 40-50 dakika boyunca oda 1sisinda bekletilerek 1s1 diistisii
sagland1 ve sferoidlerin olusturulacagi 96 kuyucuklu plakaya (Corning #3599) 25
uL eklenerek, 37°C de, %5 CO?’li inkiibatdrde gece boyu inkiibe edildi.

9) 96 kuyucuklu tabakalarin metil seliiloz ile kaplanmasinin ardindan kuyucuk basina
3x10%® AC-1M88 hiicresi olacak sekilde ekildi (kiiltiiriin 0. giinii “D0” olarak
isimlendirildi) ve 37°C de, %5 CO?li inkiibatrde 48 saat boyunca (kiiltiiriin 2.
giinii “D2” olarak isimlendirildi) sferoid olusumu saglandi.

10) Sferoidlerin olusumunun ardindan, sferoidler ince uglu cam mikropipet
(Drummond #1-000-9000) kullanilarak toplandi.

11) 24 kuyucuklu plakada (SPL #SPL30024) her bir kuyucukta 1-3 sferoid olacak
sekilde progesteron analogu olan progestin (MPA ve DYD) uygulanmis ve
uygulanmamis kontrol gebelik ve RPL gruplariin desidual hiicreleri ile 48 saat
ko-kiiltiire edildi.

12) Ko-kiiltiir siiresinin ardindan, sferoidlerin Olympus BX61 mikroskobunda
fotograflari ¢ekildi ve Image] yaziliminda sferoid ¢api eklentisi kullanilarak her
bir sferoidin ¢ap1 élgiildii. Ikinci giindeki sferoid genislemesinin (D2) oraninimn,
sifirnct giindeki (DO) sferoid genislemesine orani boliinerek, her bir grubun
birbirinden bagimsiz olarak sferoid genislemeleri hesaplandi.

13) Migrasyon analizleri iginse, 6 kuyucuklu tabakada (SPL #SPL30006) kiiltiire
edilen, progesteron analogu olan progestin (MPA ve DYD) uygulanmig ve
uygulanmamis kontrol gebelik ve RPL gruplarmin desidual hiicrelerinin
monolayer hiicre katmaninda bir go¢ bolgesi olusturuldu.

14) Bunun igin, 200 pL’lik pipet ucu kullanilarak kontrollii bir gd¢ bdlgesi
olusturuldu (Berkhout ve ark., 2020).
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15) Gog bolgesi olusturulduktan sonra, desidual hiicrelerin 0., 12., 24., 36. ve 48.
saatlerinde Olympus BX61 mikroskop yardimiyla fotograflart ¢ekildi ve ImageJ
yazilimi kullanilarak migrasyon 6l¢iimleri gerceklestirildi.

19) Sferoid genisleme ve migrasyon analizleri i¢in deneyler ti¢ bagimsiz biyolojik
ornekte (n=3) bagimsiz olarak iki kez tekrarland1 (2 teknik tekrar).

20) Istatistiksel analizleri GraphPad Prism yazilim1 9 kullanilarak gergeklestirildi.

3.8. Istatistiksel Analizler

Deneysel veriler, ortalama ve ortalamanin standart hatasinin hesaplanmasi da dahil olmak
tizere tanimlayici istatistiksel testler kullanilarak analiz edildi. Normallik testleri Shapiro-
Wilk testi kullanilarak yapildi. Parametrik veriler One way-ANOVA ve ardindan Sidak
post hoc testi kullanilarak analiz edilirken, parametrik olmayan veriler Kruskal-Wallis
testi ve ardindan post hoc Dunn's testi kullanilarak analiz edildi. Hastalarin demografik
ozelliklerinin sunuldugu istatistiksel analizlerde, Shapiro-Wilk testini ge¢en ve normal
dagilan veriler i¢in two tailed student’s t-test, normal dagilmayan veriler i¢inse two tailed
Mann Whitney testi yapildi. Migrasyon analizlerinde gruplar arasindaki farkli saatlerin
istatistiksel degerlendirilmelerinde, Two way-ANOVA ve ardindan Sidak post hoc testi
kullanilarak analiz edildi. Veriler mean + SEM olarak sunuldu. Tiim istatistiksel analizler
icin GraphPad Prism yazilimi stirim 9 kullanildi ve istatistiksel anlamlilik P-degeri < 0.05

olarak belirlendi.
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4. BULGULAR

Calismamizda, gii¢ analizi kullanilarak hesaplanan 10 adet kontrol gebelik ve 10 adet RPL
hastasinin maternal desidual doku 6rnekleri gebelik desiduasindan toplandi. Hastalarin
demografik ve klinik 6zellikleri Sekil 4.1°de gosterildi. Yas dagilimlar1 agisindan, kontrol
gebelik ve RPL gruplar1 arasinda anlamli bir fark yok iken [(kontrol gebelik
31.2+1.7_RPL 32.9+1.5), (p>0.05)] (Sekil 4.1.A), daha onceki spontan gebelik kaybi
Oykiisii agisindan RPL grubu kontrol gebelik grubuna kiyasla anlamli olarak yiiksekti
(p<0,0001) (Sekil 4.1.B).

A) ns B)
40— I | 15=
o @ <0.0001
. . X 1
35= o .
— -Q -
E s =S s
230 T i =
° oo ® ©
g . 2
> > 5=
25+ e g e
g OPDEBD
)
20 T T 0 e T
N§ N Nl 2
& & &° &
@° <)
> o
&° &
N o
«° +©

Sekil 4.1: Hasta demografisi. A) hastalarin yasi, B) spontan gebelik kaybi 6ykiisiine gére hasta demografisi.
P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

4.1. Hiicre Kiiltiirii Bulgulan

Primer desidual hiicrelerin eldesinden hemen sonra (0.saat) her iki grupta da siispanse
hiicreler goriildi. Kiiltliriin 24.saatinde kontrol gebelik gruplarma ait primer desidual
hiicrelerde olgun desidual hiicrelerin morfolojisini yansitan poliploid morfolojiye sahip

hiicrelerle, az sayida fibroblastik karakterde hiicreler goriildii. Poliploid morfolojiye sahip
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hiicreler RPL gruplarinda da goriilmekle birlikte popiilasyonlari ve dagilimlar1 daha azdu.
RPL gruplarinda daha ¢ok fibroblast karakterinde hiicreler goriildii. Kiiltiiriin 48.saatinde
her iki grupta da hiicrelerin > %95 konfluensiye ulastig1 goriildii (Sekil 4.2).

Sekil 4.2: Primer desidual hiicre faz-kontrast mikrograflari. Kontrol gebelik (n=10) ve RPL (n=10)
gruplarina ait primer desidual hiicrelerin izolasyonundan hemen sonra (0.saat), 24. ve 48. saatlerde Olympus
BX61 mikroskobuyla ¢ekilmis faz-kontrast mikrograflart. Mavi kutu 40X objektifle ¢ekilmis mikrograflari
gostermektedir. Siyah ok basi: olgun desidual hiicrelerin morfolojisini yansitan poliploidi hiicreleri
gostermektedir. Kirmizi ok bagi: Fibroblastik karakterdeki endometriyal stromal hiicreleri gostermektedir.
Skala bar: 200 pm.

4.2. Progesteron Analogu Uygulamalar: Sonrasinda PRL, IGFBP-1, FOXO1, DIO2
ve B-GAL Ekspresyonu Bulgular:

Progesteron analogu uygulamasi tekrarlayan gebelik kayiplarina ait primer desidual
hiicrelerde yetersiz desidualizasyonu diizenlerken, hiicresel senesensi etkilemedi

Primer desidual hiicrelerin hormon ilavesiz bir ortamda 48 saat kiiltiirli sonrasinda PRL
ve IGFBP-1 ekspresyonunun devam etmesi, hiicrelerin uygun in vitro kosullarda
devamliliklarini saglayabildiklerinin bir gostergesidir (Lv ve ark., 2021). Bu ¢aligmada,
kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerden, MPA ve DYD
uygulamalar1 sonrasinda siipernatantlar toplanarak, hiicrelerin ortama salgiladigi PRL ve

IGFBP-1 seviyesi degerlendirildiginde, PRL seviyesi kontrol gebelik + MPA ve kontrol
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gebelik + DYD gruplarinda, progestin tedavisi uygulanmamis kontrol gebelik gruplarina
kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.3). Ancak kontrol gebelik + MPA ve
kontrol gebelik + DYD gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). PRL seviyesi
RPL + MPA ve RPL + DYD gruplarinda, progestin ilavesi yapilmamis RPL gruplarina
kiyasla anlamli olarak yiiksekti (sirastyla p=0.006, p=0.015). Ancak RPL + MPA ve RPL
+ DYD gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). Bununla birlikte, PRL seviyesi
RPL gruplarinda kontrol gebelik gruplarima kiyasla, RPL + MPA gruplarinda kontrol
gebelik + MPA gruplarina kiyasla ve RPL + DYD gruplarinda kontrol gebelik + DYD
gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiiktii (p<0.001) (Sekil 4.3.A).

IGFBP-1 seviyesi kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplarinda,
progestin tedavisi uygulanmamis kontrol gebelik gruplarmna kiyasla anlamli olarak
yiiksekti (p<<0.001). Ancak kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplari
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05). IGFBP-1 seviyesi RPL + MPA ve RPL + DYD
gruplarinda, progestin ilavesi yapilmamis RPL gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti
(p<0.001). Ancak RPL + MPA ve RPL + DYD gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Bununla birlikte, IGFBP-1 seviyesi RPL gruplarinda kontrol gebelik gruplarina
kiyasla, RPL + MPA gruplarinda kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla ve RPL +
DYD gruplarinda kontrol gebelik + DYD gruplarina kiyasla anlamli olarak diigiiktii
(p<0.001) (Sekil 4.3.B).
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Sekil 4.3: Primer desidual hiicrelerin siipernatantlarinda ELISA analizi. A) PRL, B) IGFBP-1 seviyeleri
(ng/mL). P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

Desidual hiicre belirteci olan FOXO1 ekspresyonu (Sekil 4.4.A) kontrol gebelik + MPA
ve kontrol gebelik + DYD gruplarinda, kontrol gebelik gruplarina kiyasla anlamli olarak
yiiksekti (p<0.001). Ancak kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplari
arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Sekil 4.4.B). FOXO1 ekspresyonu RPL + MPA
gruplarinda ve RPL + DYD gruplarinda RPL gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti
(p<0.001). Ancak RPL + MPA ve RPL + DYD gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05) (Sekil 4.4.B). FOXOL1 ekspresyonu, kontrol gebelik gruplarina kiyasla RPL
gruplarinda, kontrol gebelik + MPA gruplarinda RPL + MPA gruplarinda ve kontrol
gebelik + DYD gruplarinda RPL — DYD gruplarina anlamli olarak daha distiktii
(p<0.001) (Sekil 4.4.B).
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Sekil 4.4: Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerin FOXO1 primer antikoruyla
immiinofloresan analizi. A) Progestin tedavisi uygulanmamig, MPA uygulanmig (MPA +), DYD
uygulanmig (DYD +) primer desidual hiicrelerin FOXO1 (yesil, Alexa Fluor-488) ile immiinofloresan
boyanmasini ve niikleuslarin Hoechst boyasi (mavi) ile zit boyanmasmin birlestirilmis halini
gostermektedir. Skala bar: 200 um. B) FOXO1 antikorunun ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerlerini
vermektedir. P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

Senesent desidual hiicre belirteci olan DIO2 ekspresyonunda (Sekil 4.5.A) kontrol
gebelik, kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplari arasinda anlamli bir
fark yoktu (p>0.05) (Sekil 4.5.B). RPL gruplarinda da benzer sekilde, RPL gruplar ile
RPL + MPA ve RPL + DYD gruplari arasinda anlamli bir fark izlenmedi (p>0.05) (Sekil
4.5.B). Ancak DIO2 ekspresyonu kontrol gebelik gruplarina kiyasla RPL gruplarinda,
kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla RPL + MPA gruplarinda ve kontrol gebelik +

DYD gruplarinda kiyasla RPL + DYD gruplarinda anlamli olarak yiiksekti (p<0.001)
(Sekil 4.5.B).
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Sekil 4.5: Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerin DIO2 primer antikoruyla
immiinofloresan analizi. A) Progestin tedavisi uygulanmamis, MPA uygulanmig (MPA +), DYD
uygulanmig (DYD +) primer desidual hiicrelerin DIO2 (yesil., Alexa Fluor-488) ile immiinofloresan
boyanmasint ve niikleuslarin Hoechst boyasi (mavi) ile zit boyanmasmin birlestirilmis halini
gostermektedir. Skala bar: 200 pm. B) DIO2 antikorunun ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerlerini
vermektedir. P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

Senesent hiicre belirteci olan B-GAL ekspresyonunda (Sekil 4.6.A) kontrol gebelik,
kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05) (Sekil 4.6.B). RPL gruplarinda da benzer sekilde, RPL gruplari ile RPL + MPA
ve RPL + DYD gruplari arasinda anlamli bir fark yoktu (p>0.05) (Sekil 4.6.B). Ancak [3-
GAL ekspresyonu kontrol gebelik gruplarina kiyasla RPL gruplarinda, kontrol gebelik +
MPA gruplarina kiyasla RPL + MPA gruplarinda ve kontrol gebelik + DYD gruplarinda
kiyasla RPL + DYD gruplarinda anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.6.B).
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Sekil 4.6: Kontrol gebelik ve RPL gruplarma ait primer desidual hiicrelerin B-GAL primer antikoruyla
immiinofloresan analizi. A) Progestin tedavisi uygulanmamis, MPA uygulanmig (MPA +), DYD
uygulanmig (DYD +) primer desidual hiicrelerin B-GAL (yesil., Alexa Fluor-488) ile immiinofloresan
boyanmasint ve niikleuslarin Hoechst boyasi (mavi) ile zit boyanmasmin birlestirilmis halini
gostermektedir. Skala bar: 200 um. B) B-GAL antikorunun ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerlerini
vermektedir. P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

4.3. Progesteron Analogu Uygulamalari Sonrasinda FOXM1 ve p-FOXM1
Ekspresyonu Bulgulari

DYD uygulamast MPA uygulamasindan daha etkili bir sekilde tekrarlayan gebelik
kaywplarina ait primer desidual hiicrelerdeki azalmig FOXM1 ve p-FOXML1 seviyelerini
tersine cevirdi

FOXML1 ekspresyonu (Sekil 4.7.A) kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD
gruplarinda, kontrol gebelik gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica
kontrol gebelik + DYD gruplarindaki FOXM1 ekspresyonu kontrol gebelik + MPA
gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.7.B). Benzer sekilde, RPL
+ MPA ve RPL + DYD gruplarindaki FOXM1 ekspresyonu, RPL gruplarina kiyasla
anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica RPL + DYD gruplarindaki FOXM1
ekspresyonu, RPL + MPA gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil
4.7.B). Bununla birlikte, FOXM1 ekspresyonu kontrol gebelik gruplarina kiyasla, RPL
gruplarinda, kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla RPL + MPA gruplarinda ve kontrol
gebelik + DYD gruplarinda, RPL + DYD gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiiktii
(p<0.001) (Sekil 4.7.B).

44



A) DYD + B) L
<0.001
<0.001 |
- | —
[¢) X <0.001 <0.001
50 | J
E 2 <0.001 -:'(&n
90 -:000'1—| <
X0 -
& A

IMERGE

Sekil 4.7: Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerin FOXMI1 primer antikoruyla
immiinofloresan analizi. A) Progestin tedavisi uygulanmamig, MPA uygulanmig (MPA +), DYD
uygulanmig (DYD +) primer desidual hiicrelerin FOXM1 (yesil., Alexa Fluor-488) ile immiinofloresan
boyanmasint ve niikleuslarin Hoechst boyasi (mavi) ile zit boyanmasmin birlestirilmis halini
gostermektedir. Skala bar: 200 pm. B) FOXM1 antikorunun ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerlerini
vermektedir. P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

Fosforilasyonu niikleusta gerceklesen ve niiklear lokasyonda aktif formda bulunan p-
FOXM1 (Thr 600)’in kontrol gebelik gruplarinda protein lokalizasyonu niiklear iken,
kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplarinda protein lokalizasyonu
artmis siddetli niikleardi hem de sitoplazmikti (Sekil 4.8.A). RPL gruplarindaki p-
FOXMI (Thr 600)’in protein lokalizasyonu ¢ok zay1f siddetli niiklear iken, RPL + MPA
ve RPL + DYD gruplarindaki protein lokalizasyonu artmis orta siddetli niikleard: (Sekil
4.8.A).

p-FOXM1 (Thr 600) ekspresyonu kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD
gruplarinda, kontrol gebelik gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica,
kontrol gebelik + DYD gruplarindaki p-FOXM1 ekspresyonu, kontrol gebelik + MPA
gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.8.B). Benzer sekilde, RPL
+ MPA ve RPL + DYD gruplarindaki p-FOXM1 ekspresyonu RPL gruplarina kiyasla
anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica, RPL + DYD gruplarindaki p-FOXM1
ekspresyonu RPL + MPA gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil
4.8.B). Bununla birlikte p-FOXM1 ekspresyonu, kontrol gebelik gruplarina kiyasla RPL
gruplarinda, kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla RPL + MPA gruplarinda ve kontrol
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gebelik + DYD gruplarina kiyasla RPL + DYD gruplarinda kiyasla anlamli olarak
diisiiktii (p<0.001) (Sekil 4.8.B).
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Sekil 4.8: Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer desidual hiicrelerin p-FOXM1 primer antikoruyla
immiinofloresan analizi. A) Progestin tedavisi uygulanmamig, MPA uygulanmig (MPA +), DYD
uygulanmig (DYD +) primer desidual hiicrelerin p-FOXMI1 (yesil., Alexa Fluor-488) ile immiinofloresan
boyanmasint ve niikleuslarin Hoechst boyasi (mavi) ile zit boyanmasmin birlestirilmis halini
gostermektedir. Skala bar: 200 um. Beyaz kutu her bir gruptaki p-FOXMI1 (Thr 600)’in hiicresel
lokalizasyonunun ayriminin yapilabilmesi i¢in sadece Alexa Fluor-488 (yesil) boyanmasini gostermektedir.
Skala bar: 200 um. B) p-FOXM1 antikorunun ortalama floresan yogunlugu (MFI) degerlerini vermektedir.
P-degerleri < 0.05 grafiklere eklendi.

Progesteron analogu olan progestin (MPA ve DYD) uygulanmis ve uygulanmamis
gruplarda FOXO1, D102, B-GAL, FOXM1 ve p-FOXM1 (Thr 600)’in immiinofloresan
analizlerinin ardindan, MPA ve DYD uygulamasinin senesent hiicrelerin ekspresyonlarini
degistirmese de yetersiz desidualizasyonu diizenledigi g6z Oniine alininca, progesteron
analogu uygulamalarinin olgun desidual hiicrelerin morfolojisini yansitan poliploidi
hiicreler {izerinde bir etkisi olup olmadigi degerlendirildi (Sekil 4.9.A.B). Terminal
farklilasmis desidual poliploid hiicrelerin, basarili embriyo implantasyonu ve erken
gebelik sirasinda embriyo biiylimesi ve desteklenmesi i¢in ¢ok oOnemli oldugu
bilinmektedir (Mori ve ark., 2011; Sroga ve ark., 2012). Kontrol gebelik + MPA ve kontrol
gebelik + DYD gruplarindaki poliploidi hiicre sayisi, kontrol gebelik gruplarina kiyasla
anlamli  olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica, kontrol gebelik + DYD gruplarindaki
poliploidi hiicre sayisi, kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti
(p=0.002) (Sekil 4.9.C). RPL + MPA ve RPL + DYD gruplarindaki poliploidi hiicre
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sayisi, RPL gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla p=0.001, p<0.001).
Ayrica, RPL + DYD gruplarindaki poliploidi hiicre sayisi, RPL + MPA gruplarina kiyasla
anlamli olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.9.C). RPL gruplarindaki poliploidi hiicre
sayis1 kontrol gebelik gruplarmna kiyasla, RPL + MPA gruplarindaki poliploidi hiicre
say1st kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla ve RPL + DYD gruplarindaki poliploidi
hiicre sayis1 kontrol gebelik + DYD gruplarina kiyasla anlamli olarak disiiktii (p<0.001)
(Sekil 4.9.C).
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Sekil 4.9: Poliploid morfolojiye sahip hiicrelerin yiizdesi. A) Kontrol gebelik, B) RPL gruplarinda desidual
hiicrelerdeki poliploid morfolojiyi daha iyi ayirt edebilmek i¢in, desidual hiicrelerdeki proliferasyon
belirteci olan FOXM1’in (yesil., Alexa Fluor-488) immiinofloresan boyanmasmin ardindan poliploid
morfolojiye sahip olan (P +) ve olmayan (P -) hiicrelerin sayimi yapildi (Mori ve ark., 2011; Gao ve ark.,
2015). Skala bar: 200 um. C) Poliploid hiicre sayisinin yiizdelik istatistiksel analizi. P-degerleri < 0.05
grafiklere eklendi.
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Immiinofloresan analizlerin ardindan, FOXMI1 ve p-FOXM 1 ’in gruplar arasindaki protein
diizeylerinin degerlendirilmesi ig¢in western blot analizleri gerceklestirildi (Sekil 4.10.A).
p-FOXMI1/FOXMI1 yogunlugu kontrol gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD
gruplarinda Kontrol gebelik gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p<0.001). Ayrica,
kontrol gebelik + DYD gruplarindaki p-FOXM1/FOXM1 yogunlugu, kontrol gebelik +
MPA gruplarina kiyasla anlamli  olarak yiiksekti (p=0.003) (Sekil 4.10.B). p-
FOXM1/FOXMI yogunlugu RPL + MPA ve RPL + DYD gruplarinda RPL gruplarina
kiyasla anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla p=0.037, p<0.001). Ayrica, RPL + DYD
gruplarindaki p-FOXM1/FOXMI1 yogunlugu RPL + MPA gruplarina kiyasla anlaml
olarak yiiksekti (p<0.001) (Sekil 4.10.B). Bununla birlikte, p-FOXM1/FOXM1
yogunlugu RPL gruplarinda kontrol gebelik gruplarina kiyasla, RPL + MPA gruplarinda
kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla ve RPL + DYD gruplarinda da kontrol gebelik
+ DYD gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiiktii (sirasiyla p=0.004 ve p<0.001) (Sekil
4.10.B).
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Sekil 4.10: Kontrol gebelik ve RPL gruplarinin primer desidual hiicrelerinde total ve fosforile FOXM1
protein diizeylerinin western blot analizi. A) MPA uygulanmamigs (MPA -), MPA uygulanmig (MPA +),
DYD uygulanmamis (DYD -) ve DYD uygulanmis (DYD +) kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait primer
desidual hiicrelerde total FOXM1 ve p-FOXMT1’in temsili western blot bantlari. B) Gruplardaki p-
FOXMI1/FOXMI1 yogunlugu. P-degerleri < 0,05 grafiklere eklendi.
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4.4. Sferoid Genisleme ve Migrasyon Bulgulari

Progesteron analogu uygulamas: endometriyal proliferasyon ve migrasyonu iyilestirdi

Sferoid genisleme analizlerinde (Sekil 4.11.A) kontrol gebelik gruplariyla, kontrol
gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplar1 arasinda anlamli bir fark yoktu
(p>0.05). Benzer sekilde RPL gruplariyla, RPL + MPA ve RPL + DYD gruplar arasinda
anlaml bir fark yoktu (p>0.05). Ancak, RPL gruplarindaki sferoid genislemesi kontrol
gruplarina kiyasla, RPL + MPA gruplarindaki sferoid genislemesi kontrol gebelik + MPA
gruplaria kiyasla ve RPL + DYD gruplarindaki sferoid genislemesi kontrol gebelik +
DYD gruplarina kiyasla anlamli olarak diisiiktii (sirasiyla p=0.005, p=0.002, p=0.002)
(Sekil 4.11.B).
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Sekil 4.11: AC-1M88 hiicrelerinin kontrol gebelik ve RPL gruplarinin primer desidual hiicreleri ile ko-
kiiltiirii sonrasinda sferoid genigleme analizi. A) MPA ve DYD uygulanmamig, MPA uygulanmig (MPA +)
ve DYD uygulanmig (DYD +) kontrol gebelik ve RPL gruplarinda AC-1M88 sferoidlerinin eklendigi an
(0.glin, DO) ve 48 saat sonra (2.giin, D2) elde edilen faz kontrast mikrograflari. Mavi kesikli ¢izgiler her bir
sferoidin 6lgiilen genislemesini temsil etmektedir. Skala bar: 200 um. B) Her bir sferoidin goéreceli
geniglemesi, D2'deki sferoid genislemesinin D0'daki sferoid geniglemesine bdliinmesiyle hesaplandi. P-
degerleri < 0,05 grafiklere eklendi.
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Kontrollii go¢ bolgesi olusturulan migrasyon analizlerinde (Sekil 4.12.A,C) tiim gruplarin
0.,12., 24., 36. ve 48. saatlerindeki migrasyon yiizdesi hesaplandi. Buna gore gruplardaki
en fazla migrasyon bolgesindeki degisimin (>%50) 36.saatte gerceklestigi tespit edildi
(Sekil 4.12.B,D). Zaman noktasinin tespitinden sonra, 36.saatte tiim gruplardaki
migrasyon ylizdesi istatistiksel olarak karsilagtirildi (Sekil 4.12.E). Buna gore kontrol
gebelik + MPA ve kontrol gebelik + DYD gruplarindaki migrasyon yiizdesi kontrol
gebelik gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (sirasiyla p=0.004, p<0.001). Bununla
birlikte, kontrol gebelik + DYD gruplarindaki migrasyon yiizdesi kontrol gebelik + MPA
gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p=0.031) (Sekil 4.12.E). Benzer sekilde, RPL
+ MPA ve RPL + DYD gruplarindaki migrasyon yiizdesi RPL gruplarina kiyasla anlamli
olarak yiiksekti (sirasiyla p=0.009, p<0.001). RPL + DYD gruplarindaki migrasyon
yiizdesi de RPL + MPA gruplarina kiyasla anlamli olarak yiiksekti (p=0.009) (Sekil
4.12.E). Ayrica, RPL gruplarindaki migrasyon yiizdesi kontrol gebelik gruplarina kiyasla,
RPL + MPA gruplarindaki migrasyon yiizdesi kontrol gebelik + MPA gruplarina kiyasla
ve RPL + DYD gruplarindaki migrasyon ylizdesi de kontrol gebelik + DYD gruplarina
kiyasla anlamli olarak diisiiktii (p<0.001) (Sekil 4.12.E).
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Sekil 4.12: Kontrol gebelik ve RPL gruplarina ait farkl: saatlerindeki migrasyon analizleri. A, C) Gruplarin
monolayer hiicre katmaninda kontrollii bir go¢ bolgesi olusturulduktan sonra, kiiltiirin 0., 12., 24., 36. ve
48.saatlerinde faz kontrast mikrograflari. Kirmizi gizgiler gé¢ bolgesini temsil etmektedir. B, D) Gruplarin
migrasyon yiizdelerinde en etkili saatin (36.saat) istatistiksel analizi (>%50). E) 36. saatte gruplar arasindaki
migrasyon yiizdesinin istatistiksel analizi. P-degerleri < 0,05 grafiklere eklendi.
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5. TARTISMA

“Patolojik desidual senesense bagli gelisen tekrarlayan gebelik kayiplarinin desidual
hiicrelerinde FOXM1 ekspresyonu azalir ve progesteron analogu uygulamasi azalan
FOXM1 ekspresyonunu tersine cevirir” hipotezini kurdugumuz c¢alismamizda,
hipotezimizle uyumlu sonuglar elde edilmistir. Calismamiz, literatiirdeki FOXMI1 ve
desidual senesens ile FOXM1 ve RPL iliskisini, ayrica iki farkli progesteron analogu
(MPA ve DYD) uygulamasinin patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL

hastalarindaki terapotik etkisini arastiran ve tartigan ilk ¢aligmadir.

Bireyin kronolojik yasi ile endometriyumun biyolojik yasi arasinda tutarsizlik
olabileceginin gosterildigi bir ¢alismada yapay zeka algoritmalar1 kullanilarak hiicresel
senesens ile iliskili genleri 6zetleyen bir veri tabanindan endometriyal senesens iliskili
genler arastirilmistir. Caligmada 35 yasindan kiicik RPL tanisi almis kadinlarin
endometriyum dokusunun biyolojik yasi ile bireyin kronolojik yas1 arasinda fark oldugu
bildirilmistir. Buna gore, 35 yasindan kii¢clik RPL tanis1 almis kadinlarin endometriyum
dokusunda metabolik aktif siniflandirma sonucuna gore, yaslanmayla iligkili genlerin
ekspresyonunda artig olmasinin yani sira daha diisiik endometriyal reseptivite ve yetersiz
desidualizasyon orani gosterdikleri bildirilmistir (Chen ve ark., 2022). Calismamizda RPL
vakalarinda desidual yaslanma arastirildigindan, kronolojik yaslanmayi elimine etmek
igin gesitli hasta se¢im kriterleri olusturulmustur (Lv ve ark., 2021). Buna gére hastalarda
tist sinir olarak 40 yas belirlenmistir. ANOVA gii¢ analizimize gore toplam 20 kadinda
gerceklestirilen galismamizda, kontrol gebelik (fizyolojik gebelik-istemli kiiretaj) ve RPL
gruplar (patolojik gebelik) arasinda yas dagilimlari agisindan istatistiksel olarak anlaml
bir fark goriilmemistir. Ote yandan, kontrol gebelik ve RPL gruplarmi olusturan yaslari
25-38 arasinda degisen toplam 20 kadinda spontan gebelik kaybi Oykiisii bakimindan
istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmistir. Dolayistyla bulgularimiz, kronolojik olarak
geng yaslarda dahi (<40) gebelik patolojilerinin goriilebilecegini ve gebelik patolojilerinin
dogrudan ve kesin olarak kronolojik yas ile baglantili olmadigini géstermektedir. Ote
yandan, lireme yasaminin ve kaliteSinin yasin artmasi ile azalma egilimi gosterdigi de
unutulmamalidir. Bu nedenle kadinlarda infertilite agisindan yapilacak caligmalarda yas

faktori dikkatlice ele alinmalidir.
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Calismamizda dikkate alinan diger bir konu ise RPL tanimiydi. Literatiirde gebeligin
20.haftasindan 6nce goriilen spontan gebelik kayb1 olarak tanimlanan RPL nin 6ykii sayis1
hakkinda tartismalar vardir. Buna gére ACOG, ASRM ve ESHRE yasanan iki veya daha
fazla sayidaki spontan gebelik kaybini RPL olarak siniflandirirken, RCOG yasanan ii¢
veya daha fazla sayida ardisik spontan gebelik kaybini RPL olarak siniflandirilmaktadir
(Jauniaux ve ark., 2006; Medicine, 2012; Homer, 2019). Calismamizda RPL gruplarini
ACOG, ASRM ve ESHRE’nin tamimladig1 sekilde kabul ettik. Buna gore toplam 10 RPL
kadinin 6°s1 iki spontan gebelik kaybi, 3’1 {i¢ spontan gebelik kaybi ve 1’ide 11 spontan
gebelik kaybi yasayan kadinlardi. Spontan gebelik kaybi, 10. gebelik haftasindan 6nce
meydana geldiginde embriyonik kayip olarak siiflandirilirken, 10. gebelik haftasindan
sonra meydana geldiginde fetal kayip olarak siniflandirilmaktadir (Silver ve ark., 2011).
Calismamizda 10 RPL kadinin 4 tanesi embriyonik kayip, 6 tanesi fetal kayip yasayan
kadinlardu.

Calismamizda yas ve RPL kriterini belirledikten sonra, patolojik desidual senesense bagl
gelisen RPL’yi arastirabilmek igin hasta se¢im kriterleri eklenmistir. RPL’nin etiyolojisi
ve risk faktorleri olduk¢a karmagiktir. RPL maternal yas ve anatomik faktorlere bagli,
endokrinolojik ve hematolojik faktdrlere bagli, immiinolojik ve genetik faktorlere bagl,
enfeksiyon ve ¢evresel faktorlere bagl ve desidual senesense bagli gelisebilir. Bu nedenle
RPL’nin desidual senesens haricindeki etiyolojik faktorlerini elimine edebilmek igin,
pelvik muayene ve ultrasona gore uterus anatomik malformasyonu tagiyanlar, genetik
anomalileri bulunanlar, endokrin veya metabolik hastaliklar igerenler ve enfeksiyon
tastyanlar ¢alismaya dahil edilmemistir (Lv ve ark., 2021). Calismamiza literatiirde
siklikla kullanilan RPL hasta se¢im kriterlerine ek olarak iki onemli kriter daha
eklenmistir. Bunlardan ilki, hastalarin daha 6nce herhangi bir progesteron analogu olan
progestin (MPA-DYD veya digerleri) tedavisi almamasiydi. Diger 6nemli bir kriter olarak
paternal faktorii elimine etmek ig¢in tekrarlayan disiiklerin tek bir partnerden
gerceklesmesine dikkat edildi. RPL ¢aligmalarinda paternal faktoriin elimine edilmemesi
caligmalarin bir kisitlayici noktasi olarak ele alinmistir (Dimitriadis ve ark., 2020). Tiim
bunlarla birlikte, RPL’nin bilinen bu etiyolojilerinin yani1 sira hastalarin %50'sinden
fazlasinda ayrintili incelemelerden sonra dahi belirli bir neden belirlenememektedir

Branch ve Heuser, 2010). Bu nedenle, Kklinikte 35 yas alt1 kadinlarda %9-12 oraninda
( y
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goriilen (Wilcox ve ark., 1988) RPL’nin hiicresel biyolojisinin anlasilmasina ve

gelistirilebilecek tedavi seceneklerine artan bir ilgi vardir.

Her ay menstruasyonla yenilenen ve sekillenen aktif bir doku olan endometriyum, gebelik
olustugunda desidua adini alir. Desidual hiicreler, bagarili bir implantasyon i¢in hormonal
faktorlerin salgilanmasindan, maternal immiin-toleransin siirdiiriilmesinden ve utero-
plasental arayiiziin gelisiminden sorumludurlar (Farine ve ark., 2018). Gebelik
desiduasinda, desidual hiicrelerin yan1 sira gebelige 6zgli ¢ok cesitli immiin hiicrelerde
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, gebelik desiduasinin yaklasik %55-60’1nin desidual
hiicreler, %35’inin 16kositler, %1’inin epitelyal hiicreler ve %1-3’iiniin de fetal hiicreler
oldugu bildirilmistir (Croy ve ark., 2002; Farine ve ark., 2018). Bu nedenle, elde edilen
gebelik desiduasindan, c¢alisilacak hiicre popiilasyonunu dogru bir sekilde izole etmek
kritik bir basamaktir. Calismamizda literatiirde yaygin olarak kullanilan primer desidual
hiicre izolasyon protokolii uygulanmistir (Chou ve ark., 2003; Farine ve ark., 2018; Lv ve
ark., 2019). Gebelik doneminde desidual hiicrelerin maruz kaldiklar1 gebelik
hormonlarinin aniden kesilmesi maksimum 2-3 giin sonra hiicrelerin Kkarakteristik
yapilarinda degisimle birlikte hiicrelerde 6liime neden oldugu gosterilmistir (Rytkonen ve
ark., 2019; Lv ve ark., 2021). Bu nedenle ¢alismamizda gebelik desiduasindan izole edilen
primer desidual hiicrelerin hormon ilavesiz besiyerinde iki giinliik kisa stireli kiiltiirii

yapilmistir.

Her menstrual siklusta goriilen fizyolojik desidual senesens, olgun desidual hiicrelerin
olusumunda, desidualizasyonun desteklenmesinde, pro ve anti-enflamatuvar siirecin
kontroliinde, endometriyal kaderde, implantasyonda ve embriyonik gelisimin
desteklenmesinde kritik rol oynar (Brighton ve ark., 2017; Deryabin ve ark., 2020; Lucas
ve ark.,, 2020; Kong ve ark., 2021). Ancak patolojik desidual senesens, yetersiz
desidualizasyon veya desidualizasyon kusurlarma sebep olarak implantasyon
basarisizligi, RPL, plasental patolojiler gibi gesitli gebelik Oncesi ve sonrast gebelik
patolojilerine neden olmaktadir (Cha ve ark., 2012; Weimar ve ark., 2012; Kuroda, 2019).
Insanlarda endometriyal stromal hiicrelerin, her menstrual siklusun sekretuvar fazinda
desidualizasyona girmeleriyle olusan olgun desidual hiicreler, PRL ve IGFBP-1 gibi

cesitli karakteristik biiylime faktorleri tiretir ve bunlar literatiirde yaygin olarak kullanilan

54



desidual hiicrelerin klasik belirtegleridir (MCLENNAN ve RYDELL, 1965; Salamonsen
ve ark., 2003; Yoshino ve ark., 2003). Literatiirde, RPL yasayan kadinlarin desidual
hiicrelerinde, yetersiz desidualizasyona bagli gelisen azalmis PRL ve IGFBP-1 seviyesi
bildirilmistir (Salker ve ark., 2010; Lv ve ark., 2021). Calismamizda da kontrol gebelik
gruplarina kiyasla RPL gruplarinda istatistiksel olarak azalmis PRL ve IGFBP-1

seviyeleri goriilmiistiir.

Desidual genleri diizenleyen niiklear transkripsiyon faktorii olan FOXO1 desidualizasyon,
implantasyon ve endometriyal reseptivitenin kurulmas igin gereklidir (Vasquez ve ark.,
2018). RPL yasayan hastalarda yeni terapétik ilaglarin tasarlanmasi ve biyobelirteglerin
belirlenmesi iizerine yiiriitiilen bir calismada, RPL tanis1 almis kadinlarda 14 farkli azalan
gen igerisinde FOXOL1’in de oldugu tanimlanmistir (A. A. Ramirez-Coronel, Rostami,
Younus, Arias Gonzales, Lafta, Amin, Saadoon, Salman, Bahrami, Feilei, ve ark., 2023).
Benzer sekilde yapilan bagka bir ¢alismada, RPL hastalarindan alinan desidual doku
orneklerinde azalmis FOXO1 ekspresyonu tanimlanmistir (Zhu ve ark., 2023).
Calismamizda da kontrol gebelik gruplarina kiyasla RPL gruplarinda istatistiksel olarak
azalmis FOXO1 ekspresyonu goriilmistiir. Bu sonuglar, ELISA analizlerimizde de
gordiigimiiz RPL gruplarindaki istatistiksel olarak azalmis PRL ve IGFBP-1 seviyesiyle
birlikte ele alindiginda, RPL hastalarindaki yetersiz desidualizasyonun bir gostergesi

olarak degerlendirilebilir.

Desidualizasyonda baskin hormon olan P4 sadece desidualizasyonu desteklemekle
kalmayip endometriyumu gebelik i¢in hazirlar ve gebelik devamliliginda da 6nemini
siirdliriir. Orta sekretuvar fazdaki implantasyon penceresi sirasinda P4 ve FOXOI1
karsilikli etkilesim icindedirler ve endometriyal reseptivitenin kurulmasindan rol alirlar
(Vasquez ve ark., 2018). P4 hormon yetersizligine bagl gelisen luteal faz defektinde
spontan gebelik kayiplar1 goriilmektedir. Giiniimiizde klinikte luteal faz defektlerinin
tedavisinde progesteron analogu tedavileri uygulanmaktadir (Medicine, 2015).
Progesteron analogu (progestin) olan MPA ve DYD, iiremeye yardimci tedavi
protokollerinde saglikli gebeligi desteklemek i¢in siklikla kullanilir. MPA endometriyal
patolojilerin tedavisinde ve daha ¢ok gebelikte diisiik tehditine kars1 kullanilmaktadir

(Kuhl, 2005; Omar ve ark., 2022). In vitro kosullarda endometriyal stromal hiicrelerin
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MPA ile tedavisi sonrasinda FOXO1 protein seviyesinin arttig1 gosterilmistir (Yilin Wang
ve ark., 2018; Murata ve ark., 2021). Sonik strese maruz kalan farelerde yiiksek
implantasyon kayiplar1 gériilmiis ve farelere deri alt1 DYD enjeksiyonunun implantasyon
kayiplarini azalttigi bildirilmistir (Joachim ve ark., 2003). RPL tanis1 almis kadinlarda oral
DYD kullaniminin spontan gebelik kayiplarinin sayisinda istatistiksel olarak azalmaya yol
actig1 bildirilmistir  (El-Zibdeh, 2005). DYD’nin spontan gebelik kayiplarini
Onleyebilmesinin yami sira RPL vakalarinda desidualizasyonu da destekledigi, desidual
genlerin aktivasyonunu sagladigi, dondulmus-¢ozdiiriilmiis embriyo transferlerinde luteal
faz destegiyle embriyolarda implantasyon oranlarini artirdigr gosterilmistir (X. Liang ve
ark., 2022; Neumann ve ark., 2022; Di ve ark., 2023; Vidal ve ark., 2023). Tiim bunlarin
yaninda, spontan gebelik kayiplarinin 6nlenmesinde siklikla kullanilan MPA ve DYD’nin
progesteron reseptOriine farkli baglanma afinitelerinden dolay1 ve hiicrelerde farkli
molekiiler etkilere sebep olduklari bildirildiginden, klinik acgidan karsilastirmali
degerlendirilmeleri 6nemlidir (Simoncini ve ark., 2006; Schindler, 2009). Calismamizda
kontrol gebelik ve RPL gruplarina progesteron analogu olan progestin uygulamalari
(MPA ve DYD) istatistiksel olarak PRL, IGFBP-1 ve FOXOL seviyelerini artirarak
desidualizasyonu diizenlemis ancak MPA ve DYD arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark bulunmamigstir. Bu sonuglar, MPA ve DYD farketmeksizin progesteron analogu
uygulamalarinin RPL hastalarinda desidualizasyonu tesvik etmek i¢in kullanilabilecegini

ortaya koymaktadir.

DIO2 geni tarafindan kodlanan ve selenyum igeren DIO2 proteini, tiroid hormonlarinin
dontigiimiine aracilik ederek prohormon tiroksini (T4) aktif triiyodotironine (T3)
dondistiirtir ve hiicrelerdeki artan enerji metabolizmasinin bir gostergesidir (Adu-Gyamfi
ve ark., 2020). Bununla birlikte, DIO2’nin tiroid hormon metabolizmasinda rol
almasindan dolayi, literatiirdeki DIO2 ve RPL’nin iligkisinin arastirildigi ¢ogu calisma,
RPL’nin etiyolojilerinden biri olan tiroid disfonksiyonuyla iligkilidir (Gereben ve ark.,
2008; Dentice ve ark., 2013; Adu-Gyamfi ve ark., 2020). Ancak DIO2’nin tiroid hormon
metabolizmasindan bagimsiz olarak desidualizasyonda rol alan cAMP tarafindan kontrol
edilebildigini ve desidualizasyonla plasentasyonda rol alabildigi de gosterilmistir (de
Jesus ve ark., 2001; Maia ve ark., 2005; Adu-Gyamfi ve ark., 2021). Bu nedenle

calismamizda RPL tanis1 almis kadinlarin desidual hiicrelerindeki DIO2 ekspresyonu
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tiroid hormon metabolizmasindan bagimsiz olarak desidual senesens ile iligkilendirilerek

tartisilmagtir.

Literatiirde onceki yillarda, RPL tanis1 almig kadinlarin endometriyal doku 6rneklerinde
senesent desidual hiicre belirteci olan DIO2’un artmis ekspresyonu goriilmistiir (Lucas
ve ark., 2020; Tewary ve ark., 2020). Saglikli gebelik yasayan kadinlarla, RPL tanis1 almig
kadinlarin plasenta 6rneklerinde DIO2 ekspresyonunun arastirildigi calismada, DIO2’nin
sitotrofoblast hiicrelerinde ve sinsityotrofoblast hiicrelerinde fizyolojik olarak eksprese
oldugu ve saglikli gebeliklerde gebeligin ilerlemesiyle ekspresyonunun azaldigi
gosterilmistir. Oysaki RPL tanis1 almis kadinlarin plasenta 6rneklerinde ise DIO2 nin asir1
eksprese oldugu ve trofoblast hiicrelerindeki proliferasyonu durdurdugu bildirilmistir
(Adu-Gyamfi ve ark., 2021). Calismamizda kontrol gebelik gruplarina kiyasla, RPL

gruplarinda istatistiksel olarak artmis DIO2 ekspresyonu goriilmiistiir.

Patolojik desidual senesens durumunda ortamdaki yaslanan hiicrelerin sayica artmasindan
dolay1 yetersiz desidualizasyon, embriyo gelisiminin desteklenememesi ve dogum
eylemini tesvik eden prostaglandin aracili sinyal yolunun erken aktivasyonu goriilerek
gebelik siireci spontan erken kayipla sonuglanir (Deryabin ve ark., 2020; Baboota ve ark.,
2022). Senesent hiicrelerin belirteci olan B-GAL, hiicresel senesensi tespit etmek igin
kullanilan yaygin bir belirtegtir. Caligmamizda B-GAL ekspresyonu kontrol gebelik
gruplarina kiyasla, RPL gruplarinda istatistiksel olarak daha yiiksekti. Bu bulgu,
immiinofloresan analizlerimizde gordiiglimiiz RPL gruplarindaki artmig DIO2
ekspresyonuyla birlikte ele alindiginda, RPL tanist almis kadinlarda sayica artmis
senesent desidual hiicre ve senesent hiicrelerin varligina; ortamin patolojiye doniistiigline
isarettir. Progesteron analogu olan progestin uygulamalari ise (MPA ve DYD) kontrol
gebelik ve RPL gruplarindaki DIO2 ve B-GAL ekspresyonlarini degistirmemistir. Bu
sonuglar, progesteron analogu uygulamalarinin (MPA ve DYD) desidualizasyonu tesvik
etmekle sinirli kaldigini ve hiicresel senesens lizerinde herhangi bir etkilerinin olmadigini

gostermistir.

Forkhead box M ailesinin bilinen tek tiyesi olan FOXM1 hiicresel ¢ogalma kapasitesine

sahip, yiiksek prolifere olan hiicrelere 6zgii bir protein olup senesent hiicrelerde

57



ekspresyonu goriilmemektir (Koo ve ark., 2012). Bununla birlikte bir¢ok kanser tiiriinde
FOXMZ’in asir1 oranda eksprese oldugu goriliir (M. Liu ve ark., 2006; Li ve ark., 2020).
FOXML1 desidualizasyon siirecinde PI3K-Akt, Ras-ERK ve JNK/p38MAPK sinyal
yolaklarinda rol alir (Yao ve ark., 2018). FOXM1 hem farelerde (Krupczak-Hollis ve ark.,
2004; Schuiiller ve ark., 2007; Xie, Cui, ve ark., 2014; Gao ve ark., 2015) hem de
insanlarda (Paul ve ark., 2013; Xie, Li, ve ark., 2014; Jiang ve ark., 2015; Xie ve ark.,
2015; X. Liu ve ark., 2018) desidualizasyon, implantasyon ve endometrial reseptivitenin
kazanilmasinda onemli bir rol oynar. RPL tanis1 almis kadinlarin desidual doku
orneklerinde azalmis FOXMI1 ekspresyonu bildirilmistir (Lv ve ark.,, 2021).
Calismamizda hem immiinofloresan hem de western blot analizlerinde kontrol gebelik
gruplarina kiyasla RPL gruplarinda istatistiksel olarak azalmis FOXM1 ekspresyonu

goriilmiistiir.

Hiicresel proliferasyonla iliskili olan FOXM1’in fosforilasyonu CDK’lar tarafindan
niikleusta gergeklestirilir ve niiklear lokasyonda aktif formda bulunarak hiicre dongiisii
boyunca fosforilasyon durumu siirekli degisir (Yukun Wang ve ark., 2021). Desidual
hiicrelerde S ve G2 fazi1 ayr1 bir 6nem tasimaktadir. Hem kemirgenler de hem de insanlarda
desidualizasyon siirecinde, hiicre dongiisii boyunca olgun desidual hiicrelerin ortaya
cikmasini saglayan poliploidizasyon goriilmektedir (SACHS ve Shelesnyak, 1955;
Moulton, 1979). Poliploidizasyon siirecinde desidual hiicreler, M-fazina girmeden sadece
S ve G2 fazlarinda dongii gergeklestirerek hiicre yiizey alanlarini artirip, bir sonraki hiicre
dongiisiinde daha az enerji harcarlar (H. O. Lee ve ark., 2009). Hiicreler poliploidizasyon
stirecinde S ve G2 fazina girdiklerinde, siklinE/A-CDK2 kompleksi Thr 600 kalintisindan
FOXMUI’in niiklear fosforilasyonunu gergeklestirir (Liischer-Firzlaff ve ark., 2006).
Calismamizda, hiicrelerin S ve G2 fazlarinda siklinE/A-CDK2 kompleksi tarafindan Thr
600 kalintisindan fosforilasyonu gergeklesen p-FOXMI1 g¢alisilmis ve hem
immiinofloresan hem de western blot analizlerinde kontrol gebelik gruplarina (fizyolojik
gebelik) kiyasla RPL gruplarinda (patolojik gebelik) istatistiksel olarak azalmis p-
FOXMI1 (Thr 600) ekspresyonu goriilmiistiir. Bununla birlikte, fosforilasyonu niikleusta
gerceklesen ve niiklear lokasyonda aktif formda bulunan p-FOXM1 (Thr 600)’in kontrol
gebelik gruplarinda protein lokalizasyonu niiklear iken, MPA ve DYD uygulamalarindan

sonra protein lokalizasyonunun artmis siddetli niiklear oldugu goriilmiistiir. p-FOXM1’in
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RPL gruplarindaki protein lokalizasyonu ¢ok zay1f siddetli niiklear iken, MPA ve DYD
uygulamalarindan sonra protein lokalizasyonu artmis orta siddetli niiklear oldugu
goriilmiistiir. Bu sonuglar, kontrol gebelik ve RPL gruplarina progestin uygulamalarinin
hiicrelerdeki tipik gen ifadelerini diizenleyen sinyal yolaklarinin aktivasyonlarina ve
hiicrelerdeki aktiflesen hiicresel yanit tepkilerine isaret etmektedir. Ancak, hiicrelerdeki
protein transportu, birden fazla faktdr tarafindan diizenlenen karmasik bir siiregtir
(Sanchez-Vicente ve ark., 2019). Bu bakimdan RPL hastalarinda MPA ve DYD
uygulamalarindan sonra p-FOXMZ1’in transportunun altinda Yyatan hiicresel
mekanizmalar ve desidual senesensin diizenlenmesindeki roliinii tam olarak anlamak i¢in

daha fazla arastirmaya ihtiyag vardir.

Bununla birlikte, FOXM1’in hiicre dongiisii boyunca degisen fosforilasyon durumu
hiicresel senesensi baskilamaya yardimer olur (Anders ve ark., 2011). Bu sonuglar, RPL
gruplarinda immiinofloresan ve western blot analizlerimizde gordiigiimiiz azalmis
FOXML1 ve p-FOXMI1 ekspresyonu ve azalmis poliploid hiicrelerin sayisiyla birlikte ele
alindiginda, RPL hastalarinda FOXM1I’in Thr 600 kalintist {izerinden niiklear
fosforilasyonunun gerc¢eklesemedigini ve boylece yetersiz desidualizasyon, desidual
hiicrelerdeki azalmis proliferasyonla birlikte goriilen poliploidiyi gostermektedir.
Progesteron analogu olan progestin uygulamalar1 (MPA ve DYD) immiinofloresan ve
western blot analizlerimizde hem kontrol gebelik hem de RPL gruplarindaki FOXM1 ve
p-FOXMI1 ekspresyonunu istatistiksel olarak artirmistir. Ancak MPA’ya gore DYD
uygulanan gruplardaki FOXM1 ve p-FOXM1 ekspresyonu istatistiksel olarak daha
yiiksek olarak tespit edildi. Ayrica, RPL hastalarina DYD uygulanan gruplardaki poliploid
hiicre sayisi, MPA uygulanan gruplara kiyasla istatistiksel olarak artmigtir. Tiim bu
bulgular, DYD uygulamasinin MPA’dan daha etkili bir sekilde desidualizasyonu tesvik
ettigini, desidual hiicrelerdeki proliferasyonu destekledigini ve poliploid hiicre artigini
sagladigini géstermistir. DYD’ nin MPA’dan daha etkili bir sekilde bu etkisini yapmasinin
sebebi olarak, progesteron reseptorine baglanma afinite ve duyarliliklarindan
kaynaklanmasi olabilir. DYD’nin progesteron reseptoriine baglanma afinitesi %85’iken,
MPA’nin %196’ dir. MPA DYD’ye gore daha yiiksek baglanma afinitesi sergilese de
MPA’nin ortamdaki diger hormon reseptorlerine de (androjenik/6strojenik) diisiikte olsa

baglanma afinitesi (%10) vardir. Oysaki DYD progesteron reseptoriine yiiksek seciciligi
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olan bir progestindir (Kontula ve ark., 1975; Schindler, 2009). DYD’nin MPA’dan daha
etkili bir sekilde desidual hiicrelere gosterdigi bu etki dogrudan progesteron reseptdriiyle
iliskili olabilir. Ancak, DYD’nin bu etkiyi dogrudan nasil yaptigi, uygulanan progestinin
farmakodinamigi ve farmakokinetigiyle iliskili olup, c¢alisma konumuzun kapsami

disindadir.

Tiim bunlarin yaninda FOXM1 fosforilasyonu Ras-MAPK yolag: ve Plk-1 gibi kinazlar
araciligiyla da gerceklesebilir (Ma ve ark., 2005; Laoukili ve ark., 2007). Literatiirde, Ras-
MAPK ve Plk-1’in RPL hastalarinda ekspresyonlarinin azaldigi gosterilmistir (Yinglan
Wang ve ark., 2016; Andrés Alexis Ramirez-Coronel, Rostami, Younus, Arias Gonzales,
Lafta, Amin, Saadoon, Salman, Bahrami, & Feilei, 2023). Ozetle, CDK araciligiyla veya
uygun mitojenik sinyallerle fosforilasyonu ve devaminda aktivasyonu gergeklesen
FOXM1 ve p-FOXM1’in ¢alisjmamizda kanitladigimiz gibi RPL hastalarinda
ekspresyonlarinin  azalmasi, PRL ve IGFBP-1 seviyesinin ve FOXOI’in
ekspresyonunlarinin azalmasi ve desidual-hiicresel senesens belirteglerinin (DIO2, B-
GAL) ekspresyonlarinin  artmast RPL  hastalarindaki yetersiz ve patolojik
desidualizasyonun bir gostergesidir. Ancak, tiim bunlarin yani sira literatiirde RPL
hastalarii “siiper reseptif endometriyuma sahip siiper fertil” vakalar olarak adlandiran
calismalarda mevcuttur (Teklenburg ve ark., 2010; Agenor ve Bhattacharya, 2015;
Deryabin ve ark., 2020). RPL tanis1 almis kadinlar bir yandan Kkoti kalitedeki dahi
embriyolarin implantasyonuna olanak tanirken, bir yandan da iyi kalitedeki embriyolarda
saglikll gebeligi ve canli dogumu desteklememektedirler. Calismamizda, kontrol gebelik
ve RPL hastalarinda iki farkli progesteron analogu uygulamasiyla endometriyal fonksiyon
aragtirtlmistir. RPLgruplarindaki sferoidlerin genislemesi kontrol gebelik gruplarina
kiyasla istatistiksel olarak diisiik olmakla birlikte MPA ve DYD uygulamalar1 bu sonuglari
degistirmemistir. RPL gruplarindaki azalmis sferoid genislmesi ortamin patolojiye
doniistiigini ve buna bagh olarakta blastosistler icin elverigsli bir ortamin
sirdiriilemedigini  gdstermistir. Kontrollii go¢ bolgesi olusturulan migrasyon
analizlerinde ise 36.saatte neredeyse tiim gruplarda 0O.saate kiyasla istatistiksel olarak
anlamli bir fark gorilmistiir. Elde edilen bu bulgulardan yola ¢ikarak 36. saatte tiim
gruplardaki migrasyon yiizdesi karsilastirilmistir. Buna gore hem kontrol gebelik hem de

RPL gruplarina progesteron analogu olan progestin (MPA ve DYD) uygulamalarinin
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primer desidual hiicrelerdeki proliferasyon ve migrasyonu destekledigi goriilmiistiir.
Ancak DYD bu etkisini MPA’dan daha etkili bir sekilde gostermistir. MPA ve DYD’nin
blastosistleri taklit eden AC-1M88 sferoidlerinin genislemesinde bir etkisi olmadig1 ancak
primer desidual hiicrelerdeki migrasyonu destekledigi bilgisi birlikte ele alindiginda,
sferoid genislemesi lizerindeki etki eksikliginin kiiltiir sliresiyle baglantili olabilecegini ve
progesteron analogu tedavisinin endometriyum ve blastosistler arasindaki etkilesimleri
tesvik etmeden Once basglangigta endometriyal islevi diizenleyebilecegi olasiligini akillara

getirebilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Diinyada 35 yas alti gebelik planlayan ciftlerin RPL yasama yiizdeleri géz oOniinde

alindiginda, RPL etiyolojisi, tanisi ve tedavisinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir.

Calismamiz literatiirdeki patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL hastalarinda

FOXM1 ve p-FOXMI ekspresyonunun ilk olarak tanimlandig1 ve iki farkli progesteron

analogu uygulamasiyla (MPA ve DYD) olasit tedavi yonteminin arastirildig: ilk

caligmadir. Elde ettigimiz bilgiler, RPL hastalarinin iireme sorunlari i¢in daha iyi ve

stratejik tedavilere rehberlik edebilir niteliktedir.

Calismamizin sonuglari:

MPA ve DYD uygulamasinin aralarinda istatistiksel bir farklilik olmadan PRL,
IGFBP-1 ve FOXO1 ekspresyon artisini saglayarak RPL hastalarinda yetersiz

desidualizasyonu diizenledigi sonucuna varilmaistir.

Bununla birlikte ne MPA ne de DYD’nin DIO2 ve B-GAL ekspresyonunu ve
sferoid genislemesini degistirmedigi gbz Oniine alindiginda, progestin
uygulamalarinin hiicresel senesens siirecine etkisi olmadigini ve sferoidlerde
kiiltiir stiresine bagli olarak blastosistlerden ziyade endometriyal islevi

diizenleyebilecegini gostermistir.

Ayrica, DYD’nin MPA’dan daha etkili bir sekilde FOXM1 ve p-FOXM1
ekspresyon artigini, poliploidi hiicre sayis1 ve migrasyon yiizdelerini artirdig1 goz
oniine alindiginda, DYD’nin belkide spesifik progesteron reseptdrii segiciliginden
dolay1 desidual hiicrelerdeki proliferasyonu ve desidualizasyonu destekledigini

gostermistir.

Calismamizin onerileri:

RPL teshisi konmus ve gebe kalmayr planlayan hastalarin tedavisinde,
desidualizasyonu tesvik etmeye ve patolojik desidual senesensi baskilamaya

yardimc1 olacak progestin ve senomorfik ajanlarla gelistirilecek kombine
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tedavilerin gelecekte iireme tibbinda genis kapsamli etkileri olabilecegine
inanmaktayiz. Bu kombine tedaviler sadece progesteron analoglarinin
kullanilmasiyla desidualizasyonu, endometriyal proliferasyon ve migrasyonu
tesvik etmekle kalmayacak ayni1 zamanda senomorfik ajanlarla senesent hiicrelerin
de eliminasyonunu saglayarak patolojik desidual senesensi baskilayabilecek ve
boylece RPL hastalarmin tedavisinde yeni umut vaad edici bir yaklasim

dogacaktir.

Uremeye yardimci tedavi protokollerinde hastalarda tiip bebek tedavisi
uygulanmadiysa, luteal faz defekti yoksa ve gebelikte devam eden bir vajinal
kanamas1 yoksa progesteron analogu tedavileri Onerilmemektedir. Ancak
calismamizda, progesteron analogu uygulamalarinin  desidualizasyonu,
endometriyal proliferasyon ve migrasyonu, total ve fosforile FOXM1 artisini
sagladig1 goz Oniine alindiginda, klinikte gebe kalmak isteyen kadinlara takipli
progesteron analogu tedavilerinin (6zellikle DYD) fayda saglayabilecegini ve

boylece daha genis bir hasta yelpazesine fayda saglayabilecegini diisiinmekteyiz.

Caliymamizin yaygin etkisi:

Caligmamiz, patolojik desidual senesense bagli gelisen RPL vakalarinda,
progestin uygulamalarinin {ireme tibb1 alaninda potansiyel tedavi seceneklerine
151k tutmakta ve iireme sagligini optimize etmek i¢in yenilikgi ¢Ozlimleri

diistindiirmektedir.

Calismamizin kisitlayici noktasi:

Calismamizin 6nemli bir kisitlayict noktasi, deneysel modellerimizde primer
desidual hiicreler i¢in uygulanan kisa siireli kiiltiir kosuluydu. Hiicrelerin MPA ve
DYD tedavisine bagliligi ve hiicresel direncleri degerlendiremememiz bu
kisitlayict noktadan kaynaklanmaktadir. Hiicrelere MPA ve DYD uygulamasinin
ardindan yapilacak hormon geri ¢ekilmesi hiicrelerin progestin tedavilerine karsi
potansiyel hiicresel tepkilerini ortaya koyacaktir. Elde edilen bilgiler, RPL

yasayan kadinlar i¢in progesteron analogu tedavilerinin zamanlamasini ve etkisini
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belirlemede oOnemli olabileceginden, bu kisitlayici noktanin ele alinmasi

Onemlidir.

Calismamizin sonug ve onerileri Sekil 6.1°de 6zetlenmistir.

o Kontrol Gebelik RPL X/
PRL, IGFBP-1 | | PRL, IGFBP-1 | &‘ﬂ
A) ;
Kontrol Gebelik  RPL Foxor | Foxor | &Aﬁ- 0)

DIO2

i s )] X || Se s
poa g poa I X HE4 =
[

MPA
FOXM1 | \‘. DYD L[ wea
MPA :

ve Senomorfik
A?

: DYD tedavi
Desidual hiicre pFoxmi || pFoxmi | \‘ DYD Indon
L v
Poliploid hiicre | pwml \MPA o
saysi sayist A‘K
Sferoid Sferoid
zeniglr;nesi ' genislemesi . x
Migrasy Migrasyon MPA
iog sl | \‘, DYD

Sekil 6.1: Calismamizin sonug ve Onerileri 6zetlenmistir. A) Kontrol gebelik ve RPL gruplarindan elde
edilen primer desidual hiicre. B) Kontrol gebelik ve RPL gruplarinda MPA ve DYD o0ncesi ve sonrasi
degisimler. Yesil oklar: ekspresyon artisini, kirmizi oklar: ekspresyon disiisiini temsil etmektedir.
Dengedeki terazi: MPA ve DYD’nin istatistiksel olarak farketmeksizin her iki grupta da ekspresyon artigi
sagladigini temsil etmektedir. Dengede olmayan terazi: Her iki grupta da DYD’nin MPA’dan istatistiksel
olarak daha yiiksek bir sekilde ekspresyon artisin1 sagladigini temsil etmektedir. X isareti: MPA ve
DYD’nin her iki gruptada istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigini temsil etmektedir. C)
Calismamizin iki temel 6nerisini temsil etmektedir. Yukar:daki dikdortgen: gebe kalmak isteyen kadinlarin
takipli progesteron analogu tedavilerine baglanmasi Onerisini temsil ederken, asagidaki dikdorigen:
progestin tedavilerinin yaninda kombine halde uygulanacak senomorfik tedavilerin Onerisini temsil
etmektedir. Sekil, Biorender yazilimi kullanilarak olusturulmustur.
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