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OZET

PRETERM EYLEMDE OTOFAJi MEKANIZMASI
BOZUKLUKLARI

Preterm dogum, gebeligin 37. haftasindan Once sonlanmasi durumudur. Preterm
dogumlarin % 70-80’1 spontan preterm eylem nedeniyle gerceklesmektedir. Preterm
dogum hizi, diinyada % 11 civarindadir. Preterm eylem ve dogum, neonatal morbidite
ve mortalitenin en Onemli nedenidir. Ancak halen spontan preterm eylemin
patofizyolojisi net olarak ortaya konulamamustir. Otofaji (Tip II programli hiicre
6liimii), protein ve diger subselliiler hiicresel elemanlarin lizozomal degradasyonundan
sorumlu intraselliiler yikim sistemidir. Cogunlukla intraselliiler stresin arttig1
durumlarda aktive olmaktadir. Otofaji slirecinin bozulmast; erken gebelik kayiplar ve
preeklampsi ile iliskilendirilmistir. Biz bu c¢alisma ile, perinatal morbidite ve
mortalitenin en Onemli nedeni olan preterm eylemin patofizyolojisinde yer alan
hormonal faktorleri etkileyebilecek otofaji gen ekspresyonu bozukluklarin1 saptamayi
amagladik. Calismaya 34 hafta altinda preterm dogumla sonuglanmis 16 gebe ve kontrol
grubu olarak komplikasyonsuz tekil, miikerrer sezeryan endikasyonu ile term sezaryen
dogum ile sonuglanan 6 gebelik dahil edildi. Hastalardan alinan plasental orneklerde
otofaji mekanizmasinda yer alan gen gruplarinin profilleri RT-PCR (Reverse
transcriptase-Polymerase chain reaction) yontemi ile degerlendirildi. Calismamizda yer
alan preterm ile sonuglanan hasta grubu; kontrol grubu ile karsilastirildiginda BECN1,

ATG7, ATG5, ATG12, ATG16L1, TP53, IRGM, ULK1, ESR1 ve TNF genlerinin



ekspresyonunda anlamli derecede azalma tespit edildi. Preterm eylemde otofaji
mekanizmasindaki bozukluklarin (otofajinin anormal artmasi ya da azalmasi, kisaca
disregiilasyonu) saptanmasi, konunun simdiye kadar bu a¢idan yeterince
degerlendirilmemis olmasi agisindan anlamli oldugu kanaatindeyiz. Bir¢ok faktor
tarafinca etkilenenen gebelik fizyolojisi, plasental yap1 ve metabolik degisiklikler goz
oniinde bulundurularak gelistirilen hayvan modellerinde ve bu g¢alismalarin 1s18inda
yapilacak insan calismalarinda, gebelik ve dogum siireclerinde otofajinin rollerinin

tanimlanacag1 kanisindayiz.

Anahtar Kelimeler: Otofaji, preterm eylem



ABSTRACT

DYSREGULATION OF AUTOPHAGY IN PRETERM LABOR

Preterm birth is defined as termination of pregnancy before completed 37 weeks. 70-
80% of preterm births are consequence of spontaneous preterm labor. It is estimated
that preterm birth rate is 11%, worldwide. It is the most important cause of neonatal
morbidity and mortality. That said, pathophysiology of preterm birth has not been
defined, yet. Autophagy (Type-2 programmed cell death), is defined as an intracellular
degradation process responsible of lysosomal degradation of proteions and other
subcellular elements. It is activated in cases associated with increased intracellular
stress. Autophagy-related disturbances has been related to early pregnancy
complications and preeclampsia. In this study, we aimed to define autophagy gene
expression alterations that could lead to effect hormonal factors associated with preterm
labor and birth. There were 16 cases whom ended up with preterm birth before 34
weeks of gestation were included. Control cases composed of 6 cesarean births, with the
indication of previous cesarean section. Placental samples were collected immediately
after birth. Autophagy related genes were analysed with RT-PCR (Reverse
transcriptase-Polymerase chain reaction). Compared to controls, expressions of BECN1,
ATG7, ATG5, ATG12, ATG16L1, TP53, IRGM, ULK1, ESR1 and TNF genes were
down-regulated. Dysregulation of autophagy in preterm birth has not been widely
evaluated, yet. Physiological changes of pregnancy are altered by many mechanisms.
We are in the opinion that with animal and human studies, role of autophagy in

pregnancy and labor could be defined in the near future.

Key words: Autophagy, preterm labor
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1. GIRIS
Otofaji; sitoplazmik organellerin, intraseliiler bakteri ve virlislerin ortadan kaldirilarak
hiicresel homeostazinin saglanmasindan sorumlu bir hiicre i¢i yolaktir. Hem dogustan
gelen hem de kazanilmis immiin sistemin bir parcasidir. Otofajik yolaktaki cesitli
bozukluklar; norodejeneratif hastaliklar, kardiyopatiler, enfeksiydoz hastaliklar,
otoimmiinite ve kanser ile iliskilendirilmistir (1). Ancak otofaji mekanizmalar1 ve/veya
bu yolaktaki sorunlar ile iireme fonksiyonu arasindaki iliski heniiz yeterince
tanimlanmanustir. Ureme siirecinde yer alan primordial follikiil ve spermatozoa
gelisimlerinden embriyo olusumuna, plasental yatagin gelisiminden, gebelikte uterin

stikunetin korunmasina kadar birgok siiregte, otofaji temel rol oynar.

Gebeligin erken ve ge¢ komplikasyonlarinin etiyolojisinde, fetusun perfiizyonunu
saglayan ve feto-maternal bir yap1 olan plasenta major rol oynamaktadir. Bu damarsal
organizasyonun gelisimindeki sorunlar ve/veya damar endotelinin zedelenmesi
durumlarinda, erken gebelik doneminde fetal kayiplara ve ge¢ donemde perinatal
komplikasyonlara neden olmaktadir. Bu komplikasyonlar arasinda abortus,
preeklampsi, preterm dogum, plasental ablasyon ve intrauterin biiylime geriligi gibi

durumlar bulunmaktadir.

Bu calisma ile; otofaji yolaginda yer alan sorunlar ile preterm dofgum arasindaki

iliskinin irdelenmesi amacglanmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Preterm Dogum

Preterm dogum, fetal viabilitenin kazanilmasi ile gebeligin 37. haftasinin tamamlanmasi
arasinda dogumun ger¢eklesmesi durumudur. Bu tanim 1976 yilinda Diinya Saglik
Orgiitii (DSO) ve International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO)
tarafindan ortaya konmustur. Bu tanimin spesifik bir fonksiyonel tabani yoktur,
dogumdaki gestasyonel haftanin istatistiksel analizi ile elde edilmistir (2). Dolayist ile

prematiirite ile karistirrlmamalidir.

2005 yilinda 34. gestasyonel haftadan dnce dogan bebekler “erken preterm”, 34 ve 36.
haftalar arasinda dogan bebekler ise “ge¢ preterm” olarak smiflandirilmigtir. 2013
yilinda da, 37 hafta ile 38 hafta 6 giin arasinda dogan bebeklerin, prematiirite ile iligkili
morbiditelerle, 39 hafta ila 40 hafta 6 giin aras1 dogan bebeklere kiyasla daha ytliksek
oranlarda karsilastigi saptanmigtir. Buradan yola ¢ikarak; tamamlanmig 37 hafta ile 38
hafta 6 giin aras1 dogan bebekler “erken term” olarak kabul edilirken, 39 hafta ile 40

hafta 6 gilin arasinda dogan bebekler “term gebelik™ olarak tanimlanmistir (3).

2.1.1. Preterm Dogum Hizlar:

Amerika Birlesik Devletleri ulusal verilerine gore; preterm dogum hizi 1984°te
%9,4’ten 2006 yilinda %12,8’e; %36’lik bir yiikselis gostermistir. Ancak 2011
verilerine gore bu hiz %11,7’ye gerilemistir. Bu diisiisiin saptanmasinda dogum

belgelerindeki revizyonun uygulamaya konmasi gosterilmektedir (4).



2.1.2. Preterm Yenidoganlarda Morbidite
Gebeligin 37. haftasindan 6nce dogan bebekler, ¢esitli organ sistemlerinin immatiiritesi
nedeniyle bircok kisa ve uzun dénem morbidite ile karsi karsiya kalirlar. Bu

komplikasyonlar organ sistemlerine gore su sekilde siniflandirilabilirler:

1. Pulmoner Sistem: Respiratuar  distress sendromu  (RDS),
bronkopulmoner displazi, prematiirite apnesi, astim

2. Gastrointestinal Sistem: Hiperbilirubinemi, beslenme intoleransi,
nekrotizan enterokolit, biiylime gecikmesi, kisa barsak sendromu,
kolestaz

3. Immiinolojik: Hastane kaynakli enfeksiyonlar, immiin yetmezlik,
perinatal enfeksiyonlar, bronsiolit

4, Santral Sinir Sistemi: Intraventrikiiler kanama, periventrikiiler
l6komalazi, hidrosefali, serebral palsi, norogelisimsel gecikme, isitme
kaybi

5. Oftalmolojik: Prematiirite Retinopatisi, retinal dekolman, gérme kaybi

6. Kardiyovaskiiler Sistem: Hipotansiyon, patent duktus arteriozus,
pulmoner hipertansiyon, eriskin ¢agda hipertansiyon

7. Renal Sistem: Sivi-elektrolit imbalansi, asit-baz bozukluklari

8. Hematolojik Sistem: Iyatrojenik anemi, prematiirite anemisi

9. Endokrin  Sistem: Hipoglisemi, kortizol  eksikligi, glukoz

regiilasyonunda bozukluk, artmis insiilin direnci



2.1.2.1. Viabilite Sinir1

Gebeligin 26. haftasindan once olan dogumlar, viabilite sinirinda kabul edilmektedir.
Bu gebelikler birgok medikal, sosyal ve etik sorunlar ile kars1 karsiyadir. immatiir organ
sistemleri nedeniyle, bu bebekler ¢esitli etmenlere kars1 savunmasiz durumdadir. Yakin
zamandan yapilan bir ¢alismada, engelsiz veya hafif engelli ¢cocuklar 22 haftada dogan
grubun %40’ 1 olusturmaktayken, bu oran 26 haftada doganlarda %83 olarak
saptanmugtir (5). Benzer sekilde, Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir ¢alismada,
viabilite sinirinda dogan bebekler kronik morbiditeler agisindan arastirilmistir. 22.
haftada dogan bebeklerde kronik morbiditesiz olma orani %0 iken, 26. haftada bu oran

%34 olarak saptanmustir (6).

2.1.3. Preterm Dogumun Nedenleri

Preterm dogumun direkt olarak nedenleri dort ana grupta degerlendirilebilir.

1. Membranlarin intakt oldugu, nedeni bilinmeyen spontan preterm eylem
2. Idiopatik membranlarin preterm prematiir riiptiirii
3. Maternal veya fetal nedenlerle dogum

4. Cogul gebelikler

Biitiin preterm dogumlar irdelendiginde, endikasyonlu dogumlar %30-35 oraninda,
spontan preterm dogumlarin %40-45, preterm membran riiptiiriiniin ise %30-35

oraninda gerceklestigi saptanmustir (7).

2.1.3.1. Uterin Distansiyon
Cogul gebelik ve polihidramniosis, preterm dogum riskini artiran durumlardir. Erken

donemde gelisen uterin distansiyon ile; myometriumda connexin 43, oksitosin



reseptorleri ve prostaglandin sentaz proteinlerini kodlayan genlerin ekspresyonunun

arttig1 gosterilmistir (8, 9).

Ayrica, uterin gerilmenin plasental-fetal endokrin kaskadin erken aktivasyonuna neden
oldugu bilinmektedir. Maternal kortikotropin hormonun ve Ostrojenin erken
yiikselmesinin, yukarda bahsedilen genlerin ekspresyonunu daha da artirdigi ortaya

konmustur (10).

2.1.3.2. Maternal-Fetal Stres

Stres, bir bireyin normal fizyolojik veya psikolojik islevini etkileyen olumsuz bir durum
ya da cevreyl tanimlar. Maternal stres ile preterm eylem arasindaki iliski cesitli
caligmalar ile ortaya konmustur (11, 12). Gebeligin son trimesterinde maternal plasental
kortikotropin salgilatict hormon seviyeleri yiikselir. Bu durum, adrenokortikotropin
salgilatict hormon {izerinden maternal ve fetal kortizol biyosentezine neden olur.
Yiikselen kortizol seviyeleri, plasental kortikotropin salgilatict hormonun daha da

artmasina neden olur. Bu kaskad doguma kadar artarak ¢alismaya devam eder.

Yapilan caligmalarda, fetal adrenal-plasental endokrin kaskadin erkan aktivasyonunun,

preterm eylem ile iligkili olabilecegi one siiriilmistiir (13, 14).

2.1.3.3. Enfeksiyon

Preterm eylemde enfeksiyonun yeri hakkinda bir¢ok c¢aligma yapilmistir. Son
zamanlarda, metagenomik analizler ile, gebe olmayan kadinlarin vajinal mikrobiyal
florasindaki farkliliklar ortaya konmus ve preterm eylem ile olasi iligkisi irdelenmistir
(15). Elimizdeki veriler, reprodiiktif traktin mikrobiyal invazyonunun, enfeksiyon
nedenli preterm eylem gelisimi i¢in yeterli oldugunu géstermektedir. Kiiltiir ile ortaya
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konulabilen mikroorganizma olmadan inflamasyon varlig1 da bir risk faktoriidiir. Bu
enfeksiyonlarda, mikroorganizmalar sadece maternal dokulara yerlesmis olabilirler,
amniyon mayisinin enfeksiyonu gerekli degildir. Mikroorganizmalar maternal sistemik
enfeksiyonun transplasental gecisi ile, fallop tiiplerinden retrograd ya da vajen ve
serviksten asendan yolla intrauterin dokulara ulasabilirler. Bunlar arasindan asendan
enfeksiyon en sik suglanan mekanizmadir. Mikroorganizmalar serviks, desidua ve
membranlar1 kolonize ederler. Bakteriler tarafinca salgilanan lipopolisakkaridler ve
diger toksinler, immiin hiicrelerin bu alana yonlendirilmesine ve interlokin-1B (IL-1p),
tiimor nekrozis faktor-a (TNF-a), IL-6, IL-8 gibi sitokinlerin {iretimine neden olurlar.
Lipopolisakkaridler ve sitokinler prostoglandin salinmasini provoke ederler. Bunun

sonucu olarak da servikal degisiklikler baslar ve uterin siikunet hali sona erer.

2.1.3.4. Cogul Gebelikler

Cogul gebelik ihtimalinin arttigi, ileri yasta anne sahibi olma oranlarinin artmasi ve
infertilite tedavileri gibi nedenlerle c¢ogul gebeliklerin insidansi artmustir. Preterm
eylem, ¢cogul gebeliklerde perinatal morbidite ve mortalitenin en 6nemli sebebi olmaya
devam etmektedir. Bu gebeliklerdeki preterm eylem oraninin yiiksek olmasi, uterin

distansiyonun artmis olmasi ile iliskilendirilmistir (2).

2.2. Otofaji

Otofaji, Yunanca “auto” (kendi) ve “phegein” (yemek) kelimelerinden olusur. Gereksiz,
hasarli veya yikici sitoplazmik organel veya makromolekiillerin ortadan kaldirilmasi
yoluyla hiicresel homeostazisin saglanmasi amaglanan bir intraselliiler siiregtir. Hedef
yapilar lizozomal yikima ugratilir ve olusan yeni iirlinler anabolik yolaklarda ve enerji

tiretiminde kullanilirlar. Otofaji ayni zamanda intraseliiler bakteri ve virlislerin



eliminasyonundan sorumludur ve hem dogal hem kazanilmig immiin sistemin 6nemli

bir komponentidir (16).

Otofaji mekanizmasi, homeostazisten sapan intraselliiller ortama cevaben islemeye
baslar. Hedef yap1 veya makromolekiilii saracak iki membranli “fagofor” yapisinin
olugmasinda gorevli birgok protein vardir. Fagofor tamamen kapandiktan sonra
“otofagozom” ismini alir. Otofagozom, lizozom ile birleserek “otolizozom’u olusturur.
Lizozomal enzimler otolizozomal igerigin yikimin1 gerceklestirir ve sitoplazmaya
aminoasitler, yag asitleri ve monosakkaridler salinir. Bu yolagin ¢esitli basamaklarinda
gorevli proteinlere otofaji iligkili gen (Oig/Atg) proteinleri denir. Otofaji yolagindaki
diger kritik iki protein is beclin 1 ve light chain 3 (LC3) preoteinleridir (1). Sekil 1’de

otofaji yolag1 gosterilmektedir.

Proteins
Mitochondria

@ ® ; ® @\ ’./...'. Lysosome
@ ‘ \ @B % o. o.' /
’ Elongation Autophagosome ‘i

Beclint % %‘*
Alg5-Atg12-Alg16L1 @, °P0
LC3-l LC3-ll
Phagophore Autolysosome
Mga-ngt (degradation)

Sekil 1: Otofaji yolaginda yer alan basamaklar

Beclin 1’in fosfotidilinozitol-3-kinaz (PI3K)’a baglanmasi, otofaji indiiksiyonunun ve
fagofor olusumunun ilk basamagimi olusturur. PI3K kompleksi Atg12/Atg5/Atgl6 ve
protein light chain 3B (LC3B)-2 komplekslerini fagofora eklenmesini saglar. Bu

eklenme; otofagozomun membran elongasyonunu ve ekspansiyonunu saglar. Atg7,



Atgl2’nin aktivasyonunu ve Atg5’e konjugasyonunu saglar. Atg5-Atgl2 konjugati,
Atgl6L1l ile birleserek fagofor membranina tutunur. Atg3, Atg7 ve
Atg12/Atg5/Atgl6L1 kompleksi; LC3B-1’in fosfatidiletanolamin (PE) ile birleserek

LC3B-2 kompleksinin olusumuna yardime1 olurlar (17).

2.2.1. Otofajinin Diizenlenmesi

Otofaji mekanizmasini uyaran temel etkenler yetersiz besin veya enerji kaynagi,
metabolik stres ve bliylime faktorii yetmezligi durumlaridir. Otofaji siirecini bagslatan
onemli proteinlerden biri mTOR’dur (mammalian target of rapamycin). Bu serin/treonin
kinaz enzimi, intraselliiler ortamdaki besin ve enerji substratlarinin yeterliligini algilar.
Bu faktorlerdeki azalma mTOR fonksiyon kaybina ve otofajinin baglamasinda neden

olur (18).

mTOR, mTORC1 ve mTORC2 multiprotein komplekslerinin bir bilesenidir. mTORCI1
protein ve lipid sentezi ile hiicre biiylimesini kontrol ederken, mTORC?2 sitoskeletal
organizasyonu diizenler (19). Aminoasit deprivasyonunda, hipoksi veya enerji
tiretiminde diisiis varsa; hiicre i¢ci AMP/ATP oranindaki artig, Tsc2 (tuberoz skleroz
kompleksi 2 veya tuberin)’yi fosforile ederek aktive eden 5’-AMP-aktive protein kinaz
(AMPK) aktivasyonuna neden olur. Hipoksi ve besin yoksunlugu, diger yandan
AMPK’y1 daha da uyaran reaktif oksijen tiirevlerinin (ROS) olusmasim artirir. Bu
durum da mTORC1 aktivitesinin inhibisyonuna ve otofajinin indiiklenmesine; Atg
proteinlerinin, LC3 ve beclin 1’in sentez ve aktivasyonuna neden olur (20).
mTORC ’nin kesin rolii heniiz anlagilamamis olsa da, mTORCI ile etkilesime girerek
otofaji regiilasyonunda gorev yaptig1 diisiiniilmektedir (21). Otofaji indiiksiyonunda yer
alan bir diger yolak ise PI3K-Akt-mTOR yolagi olarak bilinir. Sinif 1 fosfotidilinozitol
3-kinaz (PI3K), hiicresel biiylime veya ¢ogalmay1 uyaran insiilin, biyime faktorleri
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tarafinca tetiklenir. Bu da, Akt (v-akt murine timoma viral onkojen homolog 1 Akt)
isimli bir protein kinazi aktive eder. Aktive Akt, Tsc2’yi inhibe ederek, mTORCI1’1
aktive eder ve otofajiyi inhibe eder. Akt aktivasyonu, Pten (fosfataz ve tensin homolog)
isimli tiimor siipresér protein tarafinca inhibe edilir. Bu inhibisyon otofajinin

indiiklenmesine neden olur (22). Sekil 2’de otofaji regiilasyonu gosterilmistir.

Otofaji yolagindaki fizyolojik aktivasyon ya da birlesme siirecindeki bozukluklar bir¢ok
hastalikla iligkilendirilmistir. Bunlar arasinda norodejeneratif hastaliklar, kardiyopatiler,

enfeksiyoz hastaliklar, otoimmiinite ve kanser mevcuttur (23).

AUTOPHAGY INDUCTION AUTOPHAGY INHIBITION

Insulin or GF

Insulin or GF receptor

W ATPorfROS ——> AMPK

|

Tsc complex

. mTORC1 . mTORC1

Phagophore |
‘ LE3Ilg AUTOPHAGY

Atg5-Atg12-Atgl6L

Sekil 2: Otofaji yolaginin regiilasyonu

Otofajinin, tireme spektrumunda primordial follikiil ve spermatozoa gelisiminden
plasental gelisime kadar olan basamaklarda temel fonksiyonlara sahip oldugu
gosterilmistir. Gebelik esnasindaki uterin siikunet halinin korunmasinda da rolii oldugu

One surulmektedir.



2.3. Otofaji ile Preterm Eylem iliskisi

Otofaji ile preterm eylem iligkisini irdeleyen az sayida ¢alisma mevcuttur. Bilgilerimiz
daha ¢ok hayvan deneyleri kaynaklidir. Knock-out farelerin kullanildig1 bir deneyde,
mTORCI1 sentezinin artti§1 yani otofajinin inhibe edildiginde preterm dogum ile
karsilasildigi saptanmustir (24). Bu farelerde prostaglandin sentezinin artmasi ile
sonuclanan prostaglandin F sentaz ve siklooksijenaz 2 enzimlerinin de arttig1
gbzlenmistir. Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, preterm eylem ile sonuclanmis
gebelerin plasentasinda, inflamasyon ile baglantili bir sekilde otofaji ekspresyonunun
degistigi gosterilmistir (25). Gebelikte, yiiksek seviyelerde ROS iretimi ve buna
mukabil yeterli otofajik cevabin gelistirilememesi preterm eylem ve doguma neden

olabilcegi savunulmustur (26).

Insanlarda, plasental gelisimin erken evreleri diisiik oksijen ve glukoz ortaminda
gerceklesir. Bu orta dereceli hipoksik ortam ROS olusumuna neden olarak normal
gebelikteki oksidatif strese katkida bulunur (27). Plasental gelisimin erken evrelerinde,
anabolik ve katabolik yolaklarin dengede yiirimesi ve embriyo ve plasentanin
bliylimesinin saglanmasinda otofaji temel rol oynar. Erken gebelik donemindeki
hipoksi, besin deprivasyonu ve oksidatif stres gibi durumlar mTOR supresyonu
tizerinden otofajiyi stimiile eder (28). Otofagozom olusumunda gerekli olan LC3’iin
aktif formu, erken gebelik doneminde villoz sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlarda
saptanmigtir (29). In vitro ortamda hipoksinin indiikledigi otofaji ile, ekstravilloz
trofoblast invazyonunun arttigi gozlenmistir (30). Normal iigiincli trimester plasenta
dokusundan ve amniyotik epitel hiicrelerinden yapilan ¢alismalarda da otofaji varligi

gosterilmistir (31, 32).
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Trofoblastlarda gozlenen otofajinin, yeterli plasentasyonun saglanmasi ile hiicresel
sagkalimin ve kisa donemli besinsel deprivasyon donemlerinde fetal sagkalimin
saglanmasinda adaptif roliiniin oldugu diisiiniilmektedir. Ekstravilloz trofoblastlarin,
endometriyel invazyonun otofajik yolakla desteklenmesinin kesfi, ileride farmakolojik
miidahaleler ile bu yolagin yonetilmesi arastirilabilecektir. Bu sayede preterm dogumun

gelisiminin 6niine gec¢ilmesi miimkiin olabilecektir.
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3. GEREC ve YONTEM

Aragtirmamiz prospektif kontrollii bir caligma olarak tasarlanmistir. Bu ¢aligmaya; Ocak
2016 — Ocak 2017 tarihleri arasinda, Gazi Universitesi Hastanesi Kadin Hastaliklar1 ve
Dogum Anabilim Dali Perinatoloji Unitesinde gebelik takibi yapilan, 34 hafta altinda

dogum ile merkezimizde gebeligi sonuglanan hastalar alinmistir.

Uciincii basamak saglik kurulusu olarak calisan birimimizde; gebeler ilk trimesterde
takibe alinmakta, ilk bagvuruda gebelerin medikal ve obstetrik hikayeleri alinmakta, son
adet tarihlerine gore gebelik haftalart hesaplanmakta ve ultrasonografi ile
dogrulanmaktadir. Hastalara; poliklinige basvurduklari gestasyonel yasa gore, birinci
veya ikinci trimester fetal andploidi taramasi yapilmakta ve tiim gebeler fetal anatomi

taramasi i¢in 18-22. haftalar aras1 ultrasonografik olarak degerlendirilmektedir.

Arastirmamiza; 34 hafta altinda preterm dogumla sonuglanmis 16 gebe ve kontrol grubu
olarak komplikasyonsuz tekil, miikerrer sezeryan endikasyonu ile term sezaryen dogum
ile sonuglanan 6 gebelik dahil edilmistir. Hasta grubu ve kontrol grubundaki gebelerin
dogumlar1 sonlandiktan sonra, plasentalarindan 6rnekleme yapilmistir. Bu 6rneklerden

otofaji yolaginda gorev alan genler ¢alisilmistir.

» Cahsmaya Alinma Kriterleri:
o Ocak 2016-Ocak 2017 tarihleri arasinda, gebeligin 34. Haftasindan dnce
preterm dogumla sonuglanan tekil gebelik olmasi
o Gebeligin takibinin Gazi Universitesi Perinatoloji Unitesinde yapilmasi
o Gebeligin Gazi Universitesi T1p Fakiiltesi Hastanesi’nde sonuglanmasi
» Cahsmaya Alinmama Kriterleri:

o Gebeligin takibinin bir baska merkezde yapilmis olmast

12



o Gebeligin baska bir merkezde sonuglanmasi

o Fetusa ait kromozomal ya da yapisal anormallikler

o Cogul gebelikler

o Medikal nedenler ile (gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi, intrauterin
gelisme geriligi, plasenta previa, gestasyonel diyabet, maternal

hastaliklar) preterm dogumla sonuclanan gebelikler

3.1. Istatistiksel Yontemler:
Verilerin analizi SPSS for Windows 22.0 paket programinda yapildi. Tanimlayici
istatistikler siirekli degiskenler i¢in ortalama + standart sapma veya medyan (minimum-

maksimum) bi¢iminde, kategorik degiskenler ise olgu sayisi ve (%) seklinde gosterildi.

3.2. RNA izolasyonu

1- Hastalardan ve kontrol grubundan plasenta dokusu steril bir sekilde alinarak RNA
Later (Ambion, L/N:1305012, USA) soliisyonu igerisine aktarildi. RNA izolasyonu
yapilana kadar dokular -86°C’de muhafaza edildi. Toplam olarak 16 kontrol ve 8 hasta

grubu calisilmistir.

2-RNA’y1 izole itmek icin Trizol (Invitrogen, L/N:10531401) ve QIGENE Rneasy Plus

Mini Kit (Qiagen,L/N:157014006) kullanildi.

3-RNA izolasyonu i¢in her drnekten 300 mg doku kullanildi. Dokularin {izerine 1 ml
Trizol ilave edildi. Doku homojenizatéor (IKA, Germany) kullanilarak homojenize

edildi. Lizat iizerine 200 pl kloroform eklenerek 3 dk oda sicakliginda bekletildi.

4- Lizat 10 dk 13000xg ve 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatan alind1 ve igerisine esit
hacimde etanol (%70’lik) ilave edildi. Elde edilen lizat, spin klona aktarildi ve 8000 x
g’de santrifiij edildi.
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5- Rneasy Plus kitinin i¢eriginde bulunan yikama soliisyonlar1 sira ile spin kolon igine

koyularak santrifugasyon yapildi.

6- Ornekte bulunan DNAlar1 pargalayabilmek icin 10 ul DNAse, 70 ul RDD soliisyonu

ile karistirilarak spin kolon i¢ine ilave edildi ve oda sicakliginda 15 dk bekletildi.

7- Inkiibasyon sonunda, Rneasy Plus kitinin igeriginde bulunan yikama soliisyonlar1 sira

ile spin kolon i¢ine koyularak santrifugasyon yapildi.

8. Son agamada RNA’y1 Spin kolondan ayirmak icin spin kolon i¢ine 30 ul RNAse Free

su eklenerek santrifiigasyon yapildi. Klondan gecen eliisyon (RNA) steril bir tiip i¢inde

toplandi. Elde edilen RNA’nin konsantrasyonu belirlendi. RNA’lar1

cevirebilmek i¢in asagidaki islemler sirastyla yapildi.

3.3. cDNA elde edilmesi

cDNA elde etmek i¢cin RT2 First Strand Kit (Qigen, L/N:0314154506) kullanildi.

cDNA’ya

Genomik DNA eliminasyonu i¢in agagida belirtilen mix hazirlandi. Hazirlanan 6rnek

thermal cycler cihazinda 42°C’de 5 dk. inkiibe edildi.

Genomik DNA elimination mix

Igerik Miktar

RNA I pg
Buffer GE 2ul
RNase-free water (variable)
Total volume 10 pul
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Reverse-transkripsiyon mix asagidaki gibi hazirlandi. Igerisine Genomik DNA
eliminasyonu yapilmis olan RNA o6rnegi ilave edildi. Son hacim 20 ul olan Ornek,
thermal cycler cihazinda 42°C’de 15 dk ve 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
siiresi bittikten sonra elde edilen cDNA sonraki asamada kullanilana kadar -20°C’de

muhafaza edildi.

Reverse-transkripsiyon mix

Icerik Miktar
5x Buffer BC3 4 ul
Control P2 1l

RE3 Reverse Transcriptase Mix 2 ul

RNase-free water 3ul

Total volume 10 ul

3.4. RT-PCR Array ve Sonuclarin Analizi

RT-PCR Array yapmak igin, PAHS-084ZF Human Autophagy PCR Array
(Qiagen,L/N: 1B05.2-R1) kiti kullanildi. Kit iceriginde bulunan SYBR Green Master
Mix soliisyonu ile cDNA 6rnegi karistirildi. Bu karisim, 96 kuyucuklu array platede her
kuyucuga son hacim 25 pl olacak sekilde dagitildi. 96’lik Array plate, Roche
LightCycler 480 cihazina yerlestirilerek, iiretici firmanin tavsiye ettigi program
uygulandi. PCR cihazindan elde edilen veriler QIAGEN Data analiz programi ile analiz

edildi. P <0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

Calismaya katilan hastalarin yas, obstetrik hikaye ve dogum sonuglarinin dagilimi Tablo
4.1’de verilmistir. Preterm dogum grubundaki hastalarin ortalama yast 29,3 + 3,8,
ortalama gebelik sayilar1 1,7 £ 0,6, ortalama dogum haftas1 31,5 = 1,5 ve ortalama
dogum agirligi 1856 + 256 gr idi. Buna karsilik kontrol gurubundaki hastalarin ortalama
yast 31,5 £ 2,2, ortalama gebelik sayilar1 2,5 + 0,75, ortalama dogum haftas1 38,6 + 0,5

ve ortalama dogum agirligi 3555 + 235 gr idi (Tablo 1).

Tablo 1. Hastalarin demografik 6zelliklerinin gruplar agisindan degerlendirilmesi

Gruplar | Yas Gravida Parite Dogum Dogum
(Ortalama, | (Ortalama, | (Ortalama, | Haftasi Agirhgi
SD) SD) SD) (Ortalama, | (Ortalama,

SD) SD)

Preterm |29,3(3,8) |1,7(0,6) 0,4 (0,6) 31,5(1,5) | 1856 (256)

Dogum

Grubu

Kontrol 315(2,2) |25(0,75) |1,4(0)5) 38,6 (0,5) | 3555 (235)

Grubu

Calisgmamizda, preterm eylem ile sonuglanan vaka grubu ve kontrol grubundaki
hastalarin plasental Orneklerinde otofaji mekanizmasi komponentleri ve otofajinin
diizenlenmesinde gorevli gen gruplarina ait ekspresyon farkliliklari karsilastirilmigtir.

Gen gruplari ve ilgili genler su sekilde gruplandirilmastir:

> Otofajik Vakuol Olusumu ile Ilgili Gen Grubu: AMBRAL, ATG12, ATG16L1,
ATG4A, ATG4B, ATGA4AC, ATGA4D, ATGS, ATGY9A, ATGYB, BECNI,
GABARAP, GABARAPL2, IRGM, MAP1LC3A, MAP1LC3B, RGS19, ULK1,

WIPI1
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Otofagozom-Lizozom Baglanmasi ile ilgili Gen Grubu: DRAM1, GABARAP,
LAMP1, NPC1

Diger Intraselliiler Sinyaller Nedeniyle Olusan Otofaji ile Ilgili Gen Grubu:
CTSD, CTSS, DRAM2, EIF4G1, ESR1, GAA, HGS, MAPK14, PIK3C3,
PIK3R4, RPS6KB1, TMEM74, ULK2, UVRAG

Intraselliiler Patojenlerin Indiikledigi Otofaji Ile Ilgili Gen Grubu: EIF2AKS3,
IFNG, LAMP1

Saperon Aracili Otofaji Ile ilgili Gen Grubu: HSP90OAA1, HSPAS

Otofaji ve Hiicre Siklusu Koregiilasyonu Ile Ilgili Gen Grubu Profili: BAX,
CDKN1B, CDKN2A, IFNG, PTEN, RB1, TGFB1, TP53

Proteaz Aktivitesi Ile ilgili Gen Grubu: ATG4A, ATG4B, ATG4C, ATG4D
Protein Transportu Ile Hgili Gen Grubu: ATG10, ATG16L1, ATG16L2, ATGS,
ATG4A, ATG4B, ATG4C, ATG4D, ATG7, ATGY9A, GABARAP,
GABARAPL2, RAB24

Protein Ubikitinasyonu Ile Tlgili Gen Grubu: ATG3, ATG7, HDAC6

Vakuol Hedeflenmesi ile Ilgili Gen Grubu: ATG4A, ATG4B, ATG4C, ATG4D,
GABARAP

Otofaji ve Apoptozisin Koregiilasyonu ile ilgili Gen Grubu: AKT1, APP,
ATG12, ATGS5, BAD, BAK1, BAX, BCL2, BCL2L1, BECN1, BID, BNIP3,
CASP3, CASP8, CDKN1B, CDKN2A, CLN3, CTSB, CXCR4, DAPKI,
DRAM1, EIF2AK3, FADD, FAS, HDAC1, HTT, IFNG, IGF1, INS, MAPKS,
MTOR, NFKB1, PIK3CG, PRKAA1, PTEN, SNCA, SQSTM1, TGFB1,

TGM2, TNF, TNFSF10, TP53
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Preterm dogum grubundaki hastalarin gen ekspresyon farkliliklar1 “fold regulation”

artis veya azalis1 seklinde incelendi.

Preterm dogum grubundaki hastalar, “Otofajik Vakoul Olusumu Ile Ilgili Gen
Grubu” profili acisindan kontrol vakalar ile karsilastirilmistir. Bu grupta bulunan
AMBRA1, ATG12, ATG16L1, ATG4A, ATG4B, ATGAC, ATG4D, ATGS,
ATG9A, ATG9B, BECN1, GABARAP, GABARAPL2, IRGM, MAPLLC3A,
RGS19, ULK1 genlerinin ekspresyonunun anlamli  derecede azaldigi

gozlemlenmistir (Grafik 1).
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Genes
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Fold change (relative to control)

Grafik 1: Otofajik Vakuol Olusumu Ile ilgili Gen Grubu Profili
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“Otofagozom-Lizozom Baglanmast ile Ilgili Gen Grubu” agisindan preterm dogum ile
sonuglanan grupta, kontrol vakalara géore DRAM1, GABARAP, LAMP1, NPC1

genlerinin tamaminin ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi izlenmistir (Grafik 2).
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Grafik 2: Otofagozom-Lizozom Baglanmasi ile Ilgili Gen Grubu Profili

Hastalar; “Diger Intraselliiler Sinyaller Nedeniyle Olusan Otofaji Ile Tlgili Gen Grubu
Profili” agisindan kiyaslandiginda, “Preterm Dogum” grubunda CTSD, CTSS, DRAMZ2,
EIF4G1, ESR1, GAA, HGS, MAPK14, PIK3C3, PIK3R4, RPS6KB1, ULK2 genlerinin

ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi gozlenmistir (Grafik 3).
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Grafik 3: Diger Intraselliiler Sinyaller Nedeniyle Olusan Otofaji ile Ilgili Gen Grubu
Profili

“Preterm Dogum” grubundaki hastalar, kontrol vakalari ile “Intraselliiler Patojenlerin
Indiikledigi Otofaji Ile Tlgili Gen Grubu” agisindan kiyaslandiginda ortaya ¢ikan gen
profili Grafik 4’te gosterilmistir. Buna gore bu yolakta rol oynayan EIF2AK3, IFNG,
LAMP1 genlerinin tamaminin ekspresyonunun anlamli derecede azaladigi ortaya

konmustur.
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Grafik 4: Intraselliiler Patojenlerin indiikledigi Otofaji ile Ilgili Gen Grubu Profili

“Preterm Dogum” grubundaki vakalar, kontrol grubu ile “Saperon Aracili Otofaji ile
flgili Gen Grubu” agisindan kiyaslandiginda ortaya ¢ikan gen profili Grafik 5’tedir.
Buna gore bu yolakta rol oynayan HSP9OAAL, HSPAS8 genlerinin ikisinin de

ekspresyonunun anlamli derecede azalmis oldugu gézlenmistir.
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Grafik 5: Saperon Aracili Otofaji Ile Tlgili Gen Grubu Profili

“Otofaji ve Hiicre Siklusu Koregiilasyonu Ile Ilgili Gen Grubu” agisindan “Preterm
Dogum” ile sonuclanan grupta, kontrol vakalara gore, CDKN1B, IFNG, PTEN, RB1,
TGFB1, TP53 genlerinin ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi izlenmistir (Grafik

6).
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Grafik 6: Otofaji ve Hiicre Siklusu Koregiilasyonu Ile lgili Gen Grubu Profili
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“Preterm Dogum” grubundaki hastalar, “Proteaz Aktivitesi Ile Ilgili Gen Grubu”
profili agisindan kontrol vakalar1 ile karsilagtirilmistir. Bu grupta bulunan ATG4A,
ATG4B, ATGA4C, ATGA4D genlerinin ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi

gozlemlenmistir (Grafik 7).

Proteaz Aktivitesi

-0,2 -
0,4 -
0,6 -
-0,8 -

B ATG4A

W ATG4B

41,2 - mATG4AC
1,4 -
-1,6 -

-1,8 -

Fold change (relative to control)

ATG4D

Genes

Grafik 7: Proteaz Aktivitesi Ile ilgili Gen Grubu Profili

“Preterm Dogum” grubundaki vakalar, kontrol grubu ile “Protein Transportu ile Tlgili
Otofaji Gen Grubu” ag¢isindan kiyaslandiginda ortaya ¢ikan gen profili Grafik 8’de
gosterilmektedir. Buna gore bu yolakta rol oynayan ATG16L1, ATG16L2, ATG4A,
ATG4B, ATGAC, ATG4D, ATG7, ATG9A, GABARAP, GABARAPL2 genlerinin

ekspresyonunun anlamli derecede azalmis oldugu goézlenmistir.
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Grafik 8: Protein Transportu ile ilgili Gen Grubu Profili

“Protein Ubikitinasyonu Ile Tlgili Gen Grubu” agisindan “Preterm Dogum” ile
sonuglanan grupta, kontrol vakalara gére ATG7 ve HDACG6 genlerinin ekspresyonunun

anlamli derecede azaldig izlenmistir (Grafik 9).
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Grafik 9: Protein Ubikitinasyonu Ile Tlgili Gen Grubu Profili
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“Preterm Dogum” grubundaki hastalar, “Vakoul Hedeflenmesi ile ilgili Gen Grubu”
profili agisindan kontrol vakalar1 ile karsilagtirilmistir. Bu grupta bulunan ATG4A,
ATG4B, ATG4C, ATG4D ve GABARAP genlerinin ekspresyonunun anlamli

derecede azaldigi gézlemlenmistir (Grafik 10).
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Grafik 10: Vakuol Hedeflenmesi Ile ilgili Gen Grubu Profili

“Preterm Dogum” grubundaki vakalar, kontrol grubu ile “Otofaji ve Apoptozisin
Koregiilasyonu Ile Ilgili Gen Grubu” agisindan kiyaslandiginda ortaya ¢ikan gen profili
Grafik 11’dedir. Buna gore bu yolakta rol oynayan AKT1, ATG12, ATG5, BAD,
BAK1, BCL2, BCL2L1, BECN1, CASP3, CASP8, CDKN1B, CLN3, CTSB, CXCR4,
DAPK1, DRAMI, EIF2AK3, FADD, HTT, IFNG, IGF1, INS, MAPKS, NFKB1,
PIK3CG, PRKAAL, PTEN, TGFB1, TGM2, TNF, TNFSF10, TP53 genlerinin

ekspresyonunun anlamli derecede azalmis oldugu gozlenmistir.
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Grafik 11: Otofaji ve Apoptozisin Koregiilasyonu ile ilgili Gen Grubu Profili (bu sayfay1 yan sekilde basacagiz, agiklamasi bir
sonraki sayfada yer alacak)
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5. TARTISMA

Preterm dogum; gebeligin en sik gézlenen komplikasyonlarindan biri olmasina ragmen,
tizerinde fikir birliginin net olarak bulunmadigi bir konudur. “Maternal-Fetal Tip”, ileri
tan1 yontemleri sayesinde yiiksek riskli hastalarin erken donemde saptanmasi ve erken
miidahale sayesinde bu komplikasyonlarin 6niine gegmeyi hedeflemektedir. Olgunun
siklig1 ve iligkili oldugu perinatal sorunlar, uzun yillardir ¢calismalara konu olmus ve
ortaya konmustur. Ancak hem preterm eylemin tanisindaki hem de olas1 nedenler ve
bunlara yonelik tedaviler hakkindaki farkli bulgular; konunun, modern obstetriye ait

“gri bolgelerden” sadece birini daha olusturmaktadir.

Otofaji mekanizmasinin ilk kez tanimlanmasinin {izerinden yaklasik 60 y1l gegmistir. Ilk
baslarda, hiicresel bilesenlerin geri doniisiimii i¢in kullanilan bir yikim mekanizmasi
olarak goriilse de, giiniimiizde bir¢cok fizyolojik silirecte hiicresel gelisim ve
farklilagmadan sorumlu bir sistem oldugu ortaya konmustur (33). Bunun yani sira,
tireme spektrumunda bulunan primordial follikiil ve spermatozoa gelisimlerinden
embriyo olusumuna, plasental yatagin gelisimine kadar birgok siiregte, otofajinin temel

rol oynadig: cesitli ¢aligmalarla ortaya konmustur.

Bu caligmamiz ile; bunlarin yani sira, gebelikte uterin sakinlik halinin korunmasinda
fizyolojik bir rolii oldugu ileri siiriilen otofaji mekanizmasinda yer alan ve/veya otofaji
yolaginin diizenlenmesinde gorevli genlere ait ekspresyon farkliliklarinin ve dolayisi ile
bozulmus otofaji sistemi ile preterm dogum arasindaki olasi iliskiyi ortaya koymay1
amacladik. Bu kapsamli ¢alisma sonucu elde edilecek verilerin bu konuda literatiire

katki saglayacagi kanisindayiz.
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BECNL1 geni, otofajinin diizenlenmesinde temel rol oynayan protein olan beclin 1’1
kodlar. Otofagozom olusumunun ilk asamalarinda ve matiirasyonunda rol oynayan
fosfatidilinozitol-3-kinaz (PIK3) kompleksinin bir bilesenidir. Yaptiklar1 hayvan
deneylerinde, Gawriluk ve arkadaslarinin (2015) otofaji yolaginda gorevli Beclinl
(BECN1) geni delesyona ugratilmis farelerin gebeligi siirdiiremedigini ortaya
koymuslardir. Gebelik siiresince progesteron seviyelerini takipleri sonucunda, bu
farelerin progesteron seviyelerinin de diisiikk oldugunu saptamiglardir. Konock out
farelerin corpus luteumlar1 incelendiginde, lipid depolarinin normal kontrollere gére ¢cok
daha az oldugu goézlenmistir. Farelere eksojen progesteron destegi verildiginde ise
gebelik siirelerinin kontrol vakalari kadar uzun oldugu goriilmiistir. Memelilerde
gebeligin devaminin saglanmasi icin progesteron hormonunun gerekli oldugu
bilinmektedir. Buradan yola ¢ikarak, corpus luteum’da steroidojenik gorevli hiicrelerin
hormon sentezi i¢in BECN1 geni fonksiyonuna dayandigi sonucuna varilmistir (34).
Brickle ve arkadaglarinin 2015 yilinda yaptiklari arastirmada; spontan preterm
dogumlarda, fetal membranlar incelendiginde otofajik aktivitenin azalmis oldugu
saptanmigtir. Preterm dogum yapan hastalarda Beclinl ve Atg7 proteinlerinin
ekspresyonunun anlamli derecede azaldigi ortaya konmustur (17). ATG7 (Autophagy
Related 7) geni, otofaji ve sitoplazmik vakuol transportunda gorevli Atg7 enzimini
kodlayan gendir. Atg7, Atgl2’nin aktivasyonunu ve Atg5’e konjugasyonunu saglar.
Bizim ¢aligmamizda da; preterm dogum ile sonuglanan hasta grubu, kontrol vakalar ile
kiyaslandiginda BECN1 ve ATG7 genlerinin ekspresyonunda anlamli derecede azalma
tespit edilmistir. Ancak bu ¢alismada, preterm dogum yapan hastalar, eyleme girmeden
yine preterm donemde sezeryana alinan vakalar ile karsilagtirilmistir. Bu yoniiyle

orneklem agisindan bizim c¢aligmamiz ile temel farklilik arz etmektedir. Bahsi gecen
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calismada, bu iki grup arasinda Atg3, Atg5, Atgl2 ve Atgl6L1 protein ekspresyonlari

acisindan ise anlamli fark tespit edilmemistir.

Hiicre icinde vakuol transferi, otofaji ve mitokondriyal homeostaziste gérevli olan Atg3
enzimini kodlayan ATG3 geni acisindan bakildiginda, bizim c¢alismamizda gruplar

arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir.

Otofajik vezikiil formasyonu, oksidatif hasardan sonra mitokondriyal tamir, antiviral
bagisiklik sisteminin diizenlenmesi, lenfosit gelisimi ve proliferasyonu gibi bir ¢ok
islevi olan Atg5 proteinini ATGS geni kodlar. Atg5 proteini, daha dnce de belirtildigi
gibi Atgl2 ve Atgl6L1 ile konjuge olup fagofor membranina tutunur. Calismamizdaki
preterm dogum grubunda, ATGS, ATG12 ve ATG16L1 gen ekspresyonlarinin anlaml
derecede azalmis oldugu saptanmustir. Literatiirde, preterm dogum ile ATGS ve ATG12
ekspresyonlarinin azalmasi arasinda simdiye kadar olan bilgilerimiz dahilinde daha
once boyle bir iliski heniiz tarif edilmemistir. Ancak Cao ve arkadaslarinin 2016 yilinda
yaptiklar1 ¢alismada, 6zellikle 32 haftanin altinda dogan preterm olgularda, ATG16L1
ekspresyonunun anlamli 6lgiide azalmis oldugu saptanmistir (35). Calismamiza dahil
ettigimiz preterm dogum olgularinin tamaminin 34. gebelik haftasindan 6nce dogum
yapan hastalar oldugu g6z oniinde tutulursa, sonuglarimizin bu c¢alismay1 destekler
nitelikte oldugu anlagilmaktadir. Doulaveris ve arkadaslarimin 2013 yilinda yaptiklari
bir ¢alismada, spontan eyleme girmeyen term hastalar degerlendirilmistir. Bu hastalara
dogum indiiksiyonu uygulanmistir. ATG16L1 geninde, otofajinin indiiklenmesinde
azalma ile iligkili bir polimorfizmi olan vakalarin ¢ok daha hizli bir sekilde eyleme
gordigi saptanmistir. Bu iligki, otofaji inhibisyonunun eylemin uyarilmasi ile iliskili

oldugunun bir diger gostergesi olarak degerlendirilebilir (36).
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mTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) geni, hiicre proliferasyonu ve
sagkaliminda 6nemli rol oynayan bir serin/treonin kinazdir. Bu kompleks, otofajinin
inhibisyonundan sorumludur. Artmis mTORC]1 sinyalizasyonunun hiicresel yaslanma
yolaklarim1 hizlandirdigi ortaya konmustur (37). Hirota ve ark.(2011), farelerde
gelistirdikleri modelde, mTORCI sinyalizasyonunun artmasmi saglamislardir.
mTORC1 sinyalizasyonunun artirildig: farelerin gebeliklerinde, desidual yaslanma
bulgularinin anlamli sekilde daha erken donemde ortaya ¢iktigini ve bu vakalarin
preterm dogum ile sonuglandigini gézlemlemislerdir. Desidual yaslanmanin belirteci
olarak p53 foksiyonunun azalmasi durumu kullanilmistir. Preterm dogum ile
sonuglanan vakalarda, prostaglandin sentezinde rol oynayan ve dolayisi ile myometriyel
kontraktiliteyi artiran ve eylemin baslangicindan sorumlu oldugu disiiniilen
siklooksijenaz 2 (COX2) ve prostaglandin F sentaz (PGFS) aktivitelerinin artmis
oldugunu saptamislardir. Aynm1 modelde; mTORCI1 sinyalizasyon yolaginin inhibitorii
olan rapamisin verildiginde ise bu etkilerin geriye dondiigli, COX2 seviyelerinin bazale
indigi saptanmistir (24). Bu bulgular mTORC1 sinyalizasyonunun, desiduada COX2
enziminin sentezini ve dolayisiyla preterm eyleme neden oldugu sonuglarina varilabilir.
Calismamizda, preterm dogum ile sonuglanan grup kontrol vakalari ile
karsilagtirildiginda, MTOR geninde anlamli dereceye ulasmayan bir aktivite artis1 s6z
konusu idi. Bunun yaninda, TP53 geninde anlamli seviyede ekspresyon azalmasi
gozlendi. Literatiirde, preterm dogum ile sonuglanmis insan plasentasinda MTOR
ve/veya TP53 geni ekspresyon seviyeleri ile ilgili ¢alisma heniiz mevcut degildir.
Anlamli seviyeye ulasmayan MTOR ekspresyon artist bulgusu ile ilgili daha fazla vaka

sayilar1 ile yapilacak ¢alismalara ihtiyac oldugu kanisindayiz.
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IRGM geni, Immunity Related GTPase M proteinini kodlar. Bu protein, otofajik vakuol
formasyonunda ve intraselliiler patojenlere Kkarsi otofajik yanitin verilmesinde
gorevlidir. Bu genin normal ekspresyonunu etkileyen polimorfizmlerin Crohn
hastaligina ve tiiberkiiloza yatkinliga yol agtigi bilinmektedir (38, 39). Calismamizda,
preterm dogum grubundaki hastalarda IRGM gen ekspresyonunun belirgin derecede
azalmis oldugunu saptadik. Literatiirde preterm dogum ile IRGM gen ekspresyonu
iliskisini irdeleyen bir ¢alismaya heniiz rastlanilmamistir. Preterm dogumun bir
kisminin enfeksiyon nedenli oldugu, mevcut bilgilerimiz arasindadir. Hastalari
calismamiza dahil ederken her ne kadar klinik olarak saptanabilen enfeksiyonu olan
hastalar dislandiysa da, subklinik enfektif durumlarin olabilecegi gbéz Oniinde
bulundurulmalidir.  Intraselliiler ~ patojenlerin  eliminasyonundaki  bozukluklar,
sinsityotrofoblast ve sitotrofoblastlarin apoptozisine ve dolayisi ile maternal-fetal
arayiizde gesitli sorunlara yol agabilir. Bu konuda yapilacak daha kapsamli ¢aligmalar

ile bu olasi iliskinin aydinlatilabilecegini diistinmekteyiz.

ULK1 geni, aghik durumuna yanit olarak olusan otofaji mekanizmazinda yer alan
onemli bir serin/treonin protein kinaz enzimi kodlar. PI3K kompleksi ile birlikte,
otofagozomlarin erken donemlerindeki olusumunu diizenler. Rhee ve arkadaslarinin
2016 yilinda yaptiklart caligmada, diyetle indiiklenmis obezite yaratilan hayvan
modellerinde, endometriyel stromal hiicrelerin desidualizasyon durumu ve bu durumun
otofaji ile olas iligkisi arastirilmistir. Diyet ile indiiklenmis obezite grubunda, kontrol
grubuna gore desidualizasyonun anlamli derecede azaldig1 saptanmigtir. Yine bu grup
incelendiginde, ULK1 ekspresyonunun kontrol grubuna gore anlamli derecede azaldig:
raporlanmistir. Buradan yola ¢ikarak obezite ile iliskili kotii obstetrik sonuglarla, erken

donemdeki desidualizasyon defektleri arasinda bir iliski olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Bu
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desidualizasyon problemine otofaji mekanizmasindaki defektin katkida bulunabilecegi
ve bu yolaktaki sorunlarin ¢6ziimiiniin olas1 komplikasyonlarin 6niine gecebilecegi ileri
strilmistiir (40). Ayrica, Su ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada,
hiperinsiilinemik hayvan modelleri kullanilmistir. Gebeligin erken doneminde
hiperinsiilinemi yaratilan farelerde, implantasyon déoneminde ovaryen luteinizasyonun
ve fonksiyonun bozuldugu saptanmistir. Overlerden alinan 6rnekler incelendiginde ise
otofaji yolaginda 6nemli rol oynayan ULK1 geninin ekspresyonunun anlamli seviyede
azaldigt ortaya konmustur. Arastirmacilar bu bulgulardan yola c¢ikarak,
hiperinsiilineminin luteinizasyon siirecindeki kotii  etkilerinin  bozulmus otofaji
mekanizmasi {izerinden ortaya ¢ikmis olabilecegini ileri siirmiislerdir (41). Literatiir
arastirmamizda, preterm dogum ile ULK1 gen ekspresyonu seviyelerini dogrudan
karsilastiran bir ¢calisma bulunmamistir. Calismamizda, preterm dogum ile sonuglanan
hasta grubumuzda, ULKI gen ekspresyonunun anlamli derecede azalmis oldugunu
saptadik. Daha onceki ¢aligmalarda endometriyel desidualizasyon sorunlarinin ve
ovaryen luteinizasyon defektleriyle iliskilendirilen azalmis ULK1 gen ekspresyonunu
bulgulariyla kendi sonuglarimizin paralel oldugu kanisindayiz. Bu iliskinin daha net

olarak ortaya konuabilmesi i¢in daha fazla ¢calismaya ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.

ESR1 geni, bir niikleer hormon reseptorii olan estrojen reseptorii 1’i kodlar. Bu
reseptorler ozellikle reprodiiktif sisteme ait hiicrelerde gen ekspresyonlarini, hiicresel
gelisim ve proliferasyonu diizenlerler. Estrojenin bunun disinda iskelet sisteminin
gelisiminde, kardiyovaskiiler ve sinir sisteminin fonksiyonlarinda gorevleri oldugu
bilinmektedir. Kim ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklari ¢alismada; preterm ve term
dogum yapmis olan vakalarin plasentalarindan Ornekler alinmistir. Bu orneklerde

estrojen reseptorlerine ait ekspresyon diizeyleri karsilastinlmistir. Ozellikle erken
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preterm olgularda ESR1 ekspresyonunun belirgin 6l¢iide azalmis oldugu ortaya
konmustur. Estrojenin gebeligin devamindaki 6nemi, reseptor ekspresyonu baglaminda
da belirtilmistir (42). Bizim c¢alismamizda da ESR1 gen ekspresyonunun anlamli
derecede azalmis oldugunu saptandi. Preterm dogum grubundaki hastalarimizin tamami
erken preterm donemde dogurmus hastalardan olustugu g6z oOniinde bulundurulacak
olursa, onceki ¢alismay1 destekler nitelikte sonuglara ulasmis bulunmaktayiz. Estrojenin
etkilerini siralarken, otofaji yolagindaki etkilerinin goéz ardi edilmemesi gerektigi

kanisindayiz.

TNF geni, akut faz reaksiyonunu olusturan ve sistemik inflamasyondan sorumlu ve
temel olarak makrofajlardan salinan bir sitokin olan tiimor nekrozis faktor’ii (TNF)
kodlar. Pro-apoptotik bir sitokindir ve otofajinin indiiklenmesi fonksiyonu vardir.
Calismamizda preterm dogumla sonuglanan grupta TNF gen ekspresyonunun belirgin
derecede azalmis oldugu saptandi. TNF’nin pro-inflammatuar bir sitokin oldugu
bilinmektedir. Vaka se¢iminde enfeksiyon bulgularinin oldugu bireylerin ¢alisma dis1
birakildig1 géz 6niinde bulundurulacak olursa, inflamasyon ile iligkili olmayan preterm
olgularda bu sonuca ulasilabilecegi ileri siiriilebilir. Otofajinin indiiklenmesinde gorevli
olan TNF gen ekspresyonunun anlamli derecede azalmis olmasi; erken preterm dogum
olgularinin, otofaji ve/veya apoptozis yolaklarindaki disregulasyon ile iliskili olmasi
durumunu destekler nitelikte oldugu kanisindayiz. Calismamizin bu yoniiyle, literatiire

farkl bir bakis agis1 sundugu kanaatindeyiz.

Giliniimiizde, fizik muayene, biyokimyasal testler, ultrasonografik parameteler
kullanilarak preterm dogumun 6ngoriilmesi i¢in protokoller gelistirilmektedir. Ne yazik
ki, elimizdeki bu veriler daha ziyade indirekt bulgular1 kapsamakta ve 6ngorii agisindan
yetersiz kalmaktadir. Benzer sekilde, preterm eylemin baslangicim1 geciktirmek veya
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preterm doguma ilerlemesini yavaslatmak ya da engellemek icin alinan Onlemler
nedenin kendisine yonelik olmaktan uzakta ve dolayisiyla yeterince iyi sonuglara
ulagamamistir. Preterm eylemde otofaji mekanizmasindaki bozukluklarin (otofajinin
anormal artmasi ya da azalmasi, kisaca disregiilasyonu) saptanmasi, konunun simdiye
kadar bu acidan yeterince degerlendirilmemis olmasi agisindan anlamlidir. Birgok
faktor tarafinca etkilenenen gebelik fizyolojisi, plasental yap1 ve metabolik degisiklikler
g6z Oniinde bulundurularak gelistirilen hayvan modellerinde ve bunlarin 1s18inda
yapilacak insan calismalarinda, gebelik ve dogum siireclerinde otofajinin rollerinin

tanimlanacag1 kanisindayiz.

Her hastanin tedavisi, hastaligina gore kisisellestirilmelidir. Literatiirde bulunan bilgiler
ve elde ettigimiz bulgular 1s181nda, uygulanacak tedavi ve takip stratejilerinin sayesinde
olumlu sonuglar alinabilecegi kanisindayiz. Elde edilecek verilerin gebelik siirecindeki
fizyolojik ve patolojik degisikliklerin daha iyi anlasilmasina ve ¢ok da uzak olmayan bir
gelecekte gilinlimiizde yasanan komplikasyonlarin daha etkili bir sekilde dnlenmesi i¢in

kullanilabilecegini diisiinmekteyiz.

Maternal-Fetal Tip alanindaki bir¢ok konuda oldugu gibi, ¢alismamizin iizerinde
yogunlastigr preterm dogum olgular: ile ilgili; nedene yonelik, daha kapsamli ve

randomize kontrollii ¢alismalara gereksinim vardir.
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SONUCLAR

Preterm dogum, sadece bir sonug degil, patofizyolojisi daha net ortaya konmasi
gereken bir siirectir.

Preterm dogum ile sonuc¢lanan hasta grubu, kontrol vakalar ile kiyaslandiginda
BECN1 ve ATG7 genlerinin ekspresyonunda anlamli derecede azalma tespit
edilmistir.

Hiicre i¢inde vakuol transferi, otofaji ve mitokondriyal homeostaziste gorevli
olan Atg3 enzimini kodlayan ATG3 geni agisindan arastirdigimizda,
calismamizda gruplar arasinda anlamli bir fark tespit edilememistir.
Caligmamizda preterm dogum grubunda, ATGS, ATG12 ve ATGI6L1 gen
ekspresyonlarinin anlamli derecede azalmis oldugu saptanmustir.

Preterm dogum ile sonuglanan grup kontrol vakalari ile karsilastirildiginda,
MTOR geninde anlamli dereceye ulasmayan bir aktivite artisi s6z konusu idi.
Bunun yaninda, TP53 geninde anlamli seviyede ekspresyon azalmasi gézlendi.
Caligmamizda, preterm dogum grubundaki hastalarda IRGM gen
ekspresyonunun belirgin derecede azalmis oldugunu saptadik. Daha 6nce
preterm dogum ile IRGM gen ekspresyonu iligkisini irdeleyen bir ¢alismaya
hentiiz rastlanilmamastir.

Literatiir arastirmamizda, preterm dogum ile ULKI gen ekspresyonu
seviyelerini dogrudan karsilastiran bir ¢alisma bulunmamistir. Caligmamizda,
preterm dogum ile sonuglanan hasta grubumuzda, ULK1 gen ekspresyonunun
anlamli derecede azalmis oldugunu saptadik. Daha Onceki ¢aligmalarda
endometriyel  desidualizasyon sorunlarmmin  ve ovaryen luteinizasyon

defektleriyle iliskilendirilen azalmis ULKI1 gen ekspresyonunu bulgulariyla
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kendi sonug¢larimizin uyumlu oldugu kanisindayiz. Bu iliskinin daha net olarak
ortaya konuabilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
Calisma grubumuzda, ESR1 gen ekspresyonunun anlamli derecede azalmis
oldugunu saptandi.

Preterm dogumla sonuglanan grupta, otofajinin indiiklenmesinde gorevli olan
TNF gen ekspresyonunun anlamli derecede azalmis olmasi; erken preterm
dogum olgularinin, otofaji ve/veya apoptozis yolaklarindaki disregulasyon ile
iligkili olmast durumunu destekler nitelikte oldugu kanisindayiz. Calismamizin

bu yoniiyle, literatiire farkli bir bakis agis1 sundugu kanaatindeyiz.
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