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Amac: Tekrarlayan gebelik kaybi, prevelans: oldukca yiiksek olan bir saglik
sorunudur. Is1 sok proteinleri, proteinlerin dordiinciil yapisinin olusumunda, serbest
radikal diizeyinin hiicre i¢i dengelenmesinde ve stres faktorlerine karsi hiicresel
savunmada 6nemli role sahiptir. Amacimiz, tekrarlayan gebelik kaybi hastalarindan
alman diisik materyalinde 1s1 sok proteinlerininden olan HSP 70 proteininin
ekspresyon diizeylerini incelemek ve beta-aktin referans proteini ile
normalizasyonunu yapmaktir.

Gerec ve Yontem: 24 goniillii hasta “saglikli ve gebe olmayanlar (Grup 1),
“saglikli ve gebeler (Grup 2)” ve “tekrarlayan gebelik kaybi (Grup 3)” olmak {izere 3
gruba ayrilmistir. Grup 2 ve 3’ten diisilk materyalleri, Grup 1’den endometriyal
biyopsi alinmistir. Alinan 6rnekler ile Western Blot ¢alismasi yapilarak HSP 70 ve
beta-aktin proteinlerinin ekspresyon seviyelerine ayri ayri bakilarak normalizasyon
islemi gegeklestirilmistir.

Bulgular: HSP 70 proteininin Grup 3 hastalarindaki ekspresyon seviyesinde
azalma (p<0,05) meydana gelmistir. Beta-aktin proteinin Grup 3 hastalarindaki
ekspresyon seviyesinde artis (p<0,05) meydana gelmistir. Normalizasyon islemi (HSP
70 / Beta-Aktin) yapildiginda Grup 3 hastalarinda bir azalma (p<0,05)
gozlemlenmistir.

Sonuglar: Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, HSP 70 protein seviyelerinde bir
azalma ve beta-aktin protein seviyelerinde bir artis oldugu gézlemlenmistir. Yapilan
istatistiksel analizler, tekrarlayan gebelik kaybi grubuna ait hastalarda anlamli
sonuclar ortaya koymustur. HSP 70 proteininin kontrol grubuna gore diger gruplarda
daha az eksprese olmasi gebelik kaybinin etiyolojik nedenlerinden biri olabilecegini
gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Is1 Sok Proteini (HSP 70), Western Blot, Beta-Aktin,
Diisiik Materyali, Tekrarlayan Gebelik Kaybi



ABSTRACT
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Aim: Recurrent pregnancy loss is a health issue with a high prevalence. Heat
shock proteins play a crucial role in the formation of the quaternary structure of
proteins, intracellular balance of free radicals, and cellular defense against stress
factors. Our aim is to investigate the expression levels of HSP 70 protein, one of the
heat shock proteins, in the abortus material of patients experiencing recurrent
pregnancy loss and to normalize it with the reference protein beta-actin.

Material and Method: 24 volunteer patients were divided into three groups:
"healthy non-pregnant individuals (Group 1)", "healthy pregnant individuals (Group
2)," and "individuals with recurrent pregnancy loss (Group 3)." Abortus materials from
Groups 2 and 3 and endometrial biopsy samples from Group 1 were obtained. Western
Blot analysis was conducted on the collected samples, and the expression levels of
HSP 70 and beta-actin proteins were individually examined, followed by the
normalization process.

Results: There has been a decrease in the expression level of the HSP 70
protein in Group 3 patients (p<0.05). An increase in the expression level of the beta-
actin protein has occurred in Group 3 patients (p<0.05). When the normalization
process (HSP 70 / Beta-Actin) was conducted, a decrease (p<0.05) was observed in
Group 3 patients.

Conclusion: A decrease in HSP 70 protein levels and an increase in beta-actin
protein levels have been observed in recurrent pregnancy losses. Statistical analyses
have revealed significant results in patients belonging to the recurrent pregnancy loss
group. The lower expression of the HSP 70 protein in comparison to the control group
in other groups suggests that it could be one of the etiological reasons for pregnancy
loss.

Keywords: Heat Shock Protein (HSP 70), Western Blot, Beta-Actin, Abortus

Material, Recurrent Pregnancy Loss
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GIRIS

Tekrarlayan gebelik kayiplari (TGK) etiyolojisinde birgok sebep yatan,
prevelansi ¢ok yiiksek olan ve kadinlarda ergenlik donemi sik karsilasilan jinekolojik
sorunlardan birisidir. Hastalar {izerinde psikolojik ve toplumsal 6neme sahip etkileri
vardir. Bu sorunun aydinlatilmasi ve ¢oztimler {iretilerek minimum diizeye indirilmesi
onem arz etmektedir. Bu baglamda 1977 senesinde Diinya Saglik Orgiitii (WHO) “niin
yaptig1 tanimlamaya gore abortus; gebeligin 20. haftasindan 6nce, 500 gramdan daha
az embriyo veya fetlis ve buna ilaveten eklerinin, tamaminin ya da belirli bir kisminin
uterus boslugu disina atilmasi olayidir (Ford ve Schust 2009, Salat-Baroux 1988).
Yapilan ¢aligmalar 1s18inda TGK’ya sebep oldugu diisiiniilen birden fazla etyolojik
faktor tanimlanmigtir. Bu faktorler yapisal veya sayisal kromozom anomalileri,
genetik sebepler, luteal faz yetmezligi, polikistik over sendromu, endokrin sebepler,
uterus yapisal bozukluklari, servikal yetmezlik, immunolojik sebepler, trombofilik
bozukluklar, sigara kullanimi, c¢evresel faktorler ve ovaryan rezerv diisiikliigiidiir
(Clifford ve ark. 1997, Regan ve ark. 1989). TGK {izerinde yapilan birgok aragtirmanin
sonuglarina gore olgularin %50’sinden fazlasinda kayda deger bir etyolojik faktor

saptanamamistir (Cunningham ve ark. 2005, Pluchino ve ark. 2014).

Is1 soku proteinleri (HSP), tiim canli organizmalarda bulunan yiiksek derecede
koruyucu 6zelliginin yanisira ¢ok islevli polipeptitlerden olusan bir protein ailesidir
(Simon ve ark. 1998, Munné ve ark. 1999). Is1 soku proteinleri (HSP) ilk olarak yiiksek
sicakliga maruz kalan hiicre gruplarinda kesfedilmistir. Hipertermi, serbest oksijen
radikalleri, agir metaller, enflamasyon ve enfeksiyonun da i¢inde oldugu birden ¢ok
duruma kars1 yanit olarak ifade edildigi goriilmiistiir (Hassold 1980). Buna ek olarak
HSP, fizyolojik kosullar altinda hiicresel islev igin gerekli olan gesitli siireglerde de
etkili bir rol almaktadir (Ford ve Schust 2009, Cunningham ve ark. 2005, Hassold
1980). Yiiksek oranda evrimsel olarak korunmus HSP'ler hiicresel homeostazin
diizenlenmesinde molekiiler saperonlar olarak da gorev yapar. Genel olarak,
organizma tizerinde yikici etkiye sahip olabilecek cesitli stres faktorleri tarafindan
indiiklenirler, fakat stres yoklugunda da biiyiik 6l¢iide yapisal olarak ifade edildigi
gozlemlenmistir. Cesitli HSP ifadeleri, embriyonik ve ekstra embriyonik yapilarin

olusum asamalarinda ve embriyonik gelisim sirasinda meydana gelen hiicre



hareketleri, ¢ogalma, morfogenez ve apoptozis siireglerinde kritik 6neme sahip

olmaktadir (Giiven ve ark. 2006).

Aktin proteinleri, tim Okaryotik hiicrelerde en ¢ok bulunan, bircok genel ve
0zel hiicresel islev i¢in gerekli olan ve ayni zamanda da yiiksek oranda korunan
proteinlerdir. Ayrica hiicre iskeleti, kas kasilmasi, sitokinez, go¢, kromatinin yeniden
sekillenmesi, transkripsiyonel diizenleme ve hiicre seklinin diizenlenmesi gibi birgok
hiicresel fonksiyonlarda etkilidirler. B-aktin ve y-aktin olmak {izere iki izoformu
bulunmaktadir. Bu iki izoform her yerde ifade edilirken amino asit sekansinda da
%99’luk bir benzerlik gostermektedir. Ancak yapilan daha Onceki ¢aligmalarda,
yalnizca B-aktin proteinin yasam igin vazge¢ilmez oldugu gosterilmistir (Pollard ve

Cooper 2009).

Western Blot teknigi, doku veya hiicrelerdeki spesifik bir proteinin expresyon
seviyesinin anlasilmas1 ve analizi konusunuda yardimci olan molekiiler biyoloji
tekniklerinden biridir. Temel olarak proteinleri belirli yiizdelikteki jel igerisinde
elektrikli ortamda molekiiler biiyiikliiklerine gore ayirma teknigidir. Western Blot
teknigi ile doku ve hiicrelerde bulunan bir proteinin varliginin olup olmamasi,
molekiiler agirligl, yagunlugu, yogunluk degisimleri, farkli gruplar arasindaki
yogunluklarinin karsilastirilmasi gibi vb. arastirilabilir. Blotlama yontemleri; Western
Blott protein tayini, Southern Blott DNA tayini ve Northern Blott ise RNA tayinin de
kullanilmaktadir (Cunningham ve ark. 2005, Robertson ve ark. 2006).



BIiRINCi BOLUM
GENEL BIiLGILER

1.1. TEKRARLAYAN GEBELIiK KAYBI (TGK)

Tekrarlayan Gebelik Kayb1 (TGK) veya tibbi literatiirdeki ismiyle “Habituel
Abortus”, pes pese en az ii¢ gebelikte ve bununla beraber ilk 20 haftada, 500 gr’dan
diistik agirlikli fetilisiin spontan kaybi olarak adlandirilmaktadir. TGK yaklasik olarak
%1-2 oraninda goriilmektedir (Ford ve Schust 2009). Gebeligin erken déonemlerinde
kadinlar hali hazirda gebe olduklarinin farkina varmaksizin, adet kanamasi ile "sessiz
diisiik" yapabilirler. Klinik olarak tanimlamasi yapilan gebeliklerin ise yaklasik olarak
%15 kadar diisiik ile sonug¢lanmaktadir (Salat-Baroux 1988). 12 haftanin altinda olan
kayiplar erken diisiik, 12 haftadan sonra olan kayiplar ise gec¢ diigsiik olarak
adlandirilmaktadir. insidans (hastaliga yakalanma olasiligi) acisindan bakildiginda
toplumda bir kez diisiikk yapma olasiligi % 15-40, iki kez ard arda diisiik yapma
olasthigr %2-5 ve li¢ kez ard arda diisiik olma olasiligr %1’den az oranda oldugu
gbzlemlenmistir. Epidemiyolojik bulgulara gore bir kez yapilan diisiikten sonra tekrar
diisiilk yapma olasilig1 ailenin yasayan bir cocugu varsa yaklasik olarak % 24, yoksa
bu oran % 46 civarindadir. Tekrar diisiik riski orani, daha 6nce iki kez diisiik
yapanlarda %24, {i¢ kez diisiik yapanlarda ise %40 civarinda oldugu tespit edilmistir
(Clifford ve ark. 1997).

Habituel Abortuslar (TGK) i¢in hesaplanan risk deger oranlari Tablo 1°de
gosterilmistir (Regan ve ark. 1989).

Tablo 1- Habituel Abortuslar (TGK) i¢in hesaplanan risk degerleri (Regan vark.

1989)
Gebelik Gecmisi Sonraki Gebelikte Abort Riski
Gegmis Gebeligi Yoksa 15%
Son Gebeligi Abort ise 19%
Tiim Gebelikleri (>2) Abort ise 24%
Tiim Gebelikleri (>2) Abort Degilse 4%

Diistiklerin nedenine bakildiginda anne yasinin da bu baglamda 6nemli bir
faktor oldugu bilinmektedir. 25 yasindan sonra yiikselmeye baslayan diisiik riski oran,
45 yas iistii kadinlarda %75-80'lere ulastig1 gdzlemlenmistir. Bu bilgiler 1s18inda Anne



yast yiikseldikge diisiik yapma orani yasa bagli olarak yilikselmektedir. Anne yasina
gore diisiik riski Sekil 1°de gosterilmistir (Cunningham ve ark. 2005).

DisUk Riski (%)

Anne Yas

Sekil 1. Anne yasina gore diisiik riski (Cunningham ve ark. 2005)

1.1.1 Tekrarlayan Gebelik Kayb:1 Nedenleri

1.1.1.1 Serviks (Rahim Agz1) Yetersizligi ve Uterus (Rahim) Yapisal
Bozukluklar:

Serviks yetersizligi, 6zellikle gebeligin 4. ve 6. aylar1 arasinda servisks’in sancisiz
bir sekilde agilmasi ve gebelik zarlarinin yirtilmasi sonucu fetusun disariya dogru
atilmasiyla sonuglanan bir duruma verilen addir. Tedavisinde genel cerrahi miidahale
yapilmaktadir. Bu miidahale igiincli ayin sonunda servikse uygun sekilde dikis
konularak yapilmaktadir (McDonald ve Shirodkar ameliyatlar1). Uterusun yapisal
bozukluklar1 ise myomlar, rahim i¢i yapisikliklar (adezyonlar), rahim ic¢inde bir
bolmenin olmast (Uterin septum), ¢ift rahim (Uterus didelfis) ve diger sekil
bozukluklarini kapsamaktadir. TGK yasayanlarda bu bozukluklarin olma sikligi %10-
15 civarindadir. Bu durumlar neticesinde; damarlanma koétii yonde etkilelenebilir ya
da uterus boslugunun boyutlar1 kiigiilerek fetusun yerlesecegi bolge uygunsuz hale
gelebilmektedir. Meydana gelen anormallikler cerrahi olarak diizeltilerek diisiik

oranlar azaltilabilmektedir (Ford ve Schust 2009, Pluchino ve ark. 2014).



1.11.2. Endokrin (Hormonal) Bozukluklar

Cogunlukla ti¢ tiir bozukluk TGK sebebi olarak diislinilmektedir. Bunlar;
Diyabet, Tiroid Bezi Hastaliklar1 ve Kopus Luteum Yetmezligidir (Ford ve Schust
2009, Pluchino ve ark. 2014).

11121 Diyabet (Seker Hastalig)

Kontrol altinda tutulan diyabet hastaliginin disiik riskini arttirmadigi
bilinmektedir. Hamile kalan bir diyabet hastasinin kan sekeri takibi iyi bir sekilde
yapilirsa diisiik yapma olasilig1 artmaz. Fakat yeterli bir takip yapilmadiginda ise

diistik riski artmaktadir (Ford ve Schust 2009, Pluchino ve ark. 2014).

1.1.1.2.2. Tiroid Bezi Hastaliklar1

Tiroid hastaliginin gebelik kaybina sebep oldugu ile ilgili bilimsel olarak kanitlar
yetersizdir. Ama protein temelli hormonlarin iiretilmesinden dolay1 bu alana olan

aragtirmalar yogunlagsmaktadir (Ford ve Schust 2009, Pluchino ve ark. 2014).

1.11.23. Korpus Luteum Yetmezligi

Korpus Luteum veya sar1 cisimcik yumurtlama dongiisii tamamlanip, yumurta
viicuttan atildiktan sonra geriye kalan yapidir. Gebeligin devamliligina katkisi olan
progesteron hormonunun iiretiminden sorumludur. Bu hormon gebeligin ilk
trimesterinde, viicut tarafindan reddedilmesini engeller. Korpus Luteumun 6mrii ile
progesteron hormonunun salgilanma siiresi arasinda bir dogru orant1 vardir. Bu orant1
gebeligin olmadig1 durumlarda gegerlidir. Gebelik olstugu halde korpus luteum olmasi
gerektiginden daha kisa siirede yaslanmasi halinde korpus luteum yetmezligi ortaya
cikar. Bu yetmezlik sonucunda da diisiik olay1 gergeklesir. Endometrial biyopsi
yontemi ile rahim i¢i zarindan 6rnek alinarak teshis edilir. Progesteron hormonunun
saliim sorunlar1 ortadan kaldirilarak tedavi edilebilmektedir (Ford ve Schust 2009,
Pluchino ve ark. 2014).



1.1.1.3. Enfeksiyonlar

Gebelik kaybiyla iligkilendirilen bazi mikroorganizmalar vardir. Bunlardan
bazilar1 U. Urelyticum, Coxackievirus, M. Hominis, H. Simplex, Cytomegalovirus,
Grup B B-Hemolitik streptokok, T. Gondii, Rubella ve Chlamydia vb dir. TGK‘l1
hastalarda daha ¢ok rastlamakla beraber bakteriyal vajinoza dogumla yakin iligkilidir.
Uygun tedaviler ile diisiik riski olduk¢a azaltilmaktadir. Bununla beraber TGK da
literatiire gegen birgok enfeksiyon olmasina ragmen, ispati gerceklesmis higbir

enfeksiydz bulunmamaktadir (Ford ve Schust 2009, Pluchino ve ark. 2014).

1.1.1.4. Genetik Bozukluklar

Tekrarlayan Gebelik kayiplarmin %20 °‘sini genetik faktorler olusturur.
Kromozomal anomaliye sahip embriyolarda %90 oraninda spontane abortuslar
gbzlemlenir. Abort mateyallerinde en c¢ok gozlemlenen anomaliler; trizomiler,
triploidiler ve monozomi X tir. Fetal kromozom anomali riskini arttiran en 6nemli
faktorlerden biri ileri anne yasidir. Bununla beraber baba yasinin ileri olmasida
anomali riskini arttiran 6nemli bir etkendir (Ford ve Schust 2009, Simén ve ark. 1998,
Munné ve ark. 1999).

[Ik abortuslarinda anomali bulunan hastalarm bir sonraki abortuslarinda
anomali ¢ikma olasiligi %70’tir. Bu oran ilk abortuslarinda anomali bulunmayan
hastalarda ise %20 ‘dir (Ford ve Schust 2009, Hassold 1980).

TGK endikasyonu ile bagvuran her 20 hastadan 1’inde parental anomali tespit
edilmistir. TGK’da en sik rastlanan anomaliler dengeli translokasyonlardir. Bu
translokasyonlar ve daha birgok anomali c¢esitli genetik testler ile tespit
edilebilmektedir. Bununla birlikte hastalara genetik uzmanlari tarafindan danigmanlik
verilerek TGK riski en aza indirilebilir (Ford ve Schust 2009, Cunningham ve ark.
2005, Hassold 1980).

1.1.15. Trombofili

Tekrarlayan gebelik kayiplarina sahip olan hastalar incelendiginde %60’lara
varan bir trombofili insidans yiizdesi bulunmustur. Bununla beraber antifosfolipid
antikorlar ve trombofilik defektler sebebiyle plasental vaskiiler tromboz

gerceklesmektedir. Bu gerceklesen olaylar herediter veya sonradan kazanilmig



durumlar olabilirler. Bu durumlarda, gebelik yan etkileri ve TGK riski 6nemli 6lgiide
yiikselmektedir (Giiven ve ark. 2006). Trombofilik faktorler arasinda en sik
rastlanilanlar Metilentetrahidrofolat Rediiktaz (MTHFR) C677T, Faktér V Leiden
G1691A, Protrombin G20210A ve A1298C mutasyonlaridir. Bu faktorler trombozun
tanimlanmasinda molekiiler anlamda anahtar role sahiptir. Annede meydana gelen
pihtilasama faktoriindeki bir mutasyon viicut i¢i dengenin bozulmasina ve ek olarak
plasental mikrosikiilasyonda da sorunlara sebep olabilmektedir. Bunun sonucunda
tromboz meydana gelerek diisiik olusabilmektedir (Giiven ve ark. 2006). Tekrarlayan
gebelik kayiplari ile trombofilik faktorler arasindaki baglant1 Tablo 2’te gosterilmistir
(Cunningham ve ark. 2005, Robertson ve ark. 2006).

Tablo 2- Trombofilik faktorlerin tekrarlayan gebelik kayiplar iliskisi ile ilgili
bilgiler (Cunningham ve ark. 2005, Robertson ve ark. 2006)

Trombofili Faktorleri | Prevelans Venoz Tromboemboli TGK RiskKi

Mutasyonlari

Faktor V Leiden G1691A % 2-15 Homozigot: 100 Kat 3-8 Kat
Heterozigot: 5-12 Kat

Prothrombin G20210A % 4-9 Homozigot: 26 Kat 2-12 Kat
Heterozigot: 2-19 Kat

MTHFR C677T % 11 Homozigot: 1-3 Kat 1-4 Kat

Protein C % 0.2-0.3 10-15 Kat ?

Protein S %0.1-2.1 2-6 Kat 1-3 Kat

Antitrombin % 0.02 25-50 Kat ?

Trombofili testlerinin  o6zellikle yapildigit durumlar asagidaki sekilde
siralanmistir
o Tekrarlayan Gebelik Kayiplar (Biitiin Gebelik Dénemlerinde)
. Ikinci ve Ugiincii Dénemlere ait Bir Gebelik Kayb1
° DVT, Inme
o Preeklampsi
. Damarin pit1 ile tikanmasi durumlari

° Pulmoner Emboli

1.1.1.6. Immiinolojik Durum

Rejeksiyon gebelik kayiplarinda rol oynayan bir diger etkendir. Rejeksiyon, T
hiicre ve humoral immun mekanizmalar araciligryla olan adaptif immun yanittir. Gebe
olmayan ve TGK ge¢misine sahip bireylerin endometriyumundan alinan ornekler

incelendiginde naturel killer (NK) hiicrelerinin oraninin yiiksek oldugu tespit



edilmistir. Endometrium incelendiginde CD56bright dogal oldiiriicii hiicrelerin
normalden daha fazla bulundugu ve bu hiicrelerin blastokistin dig tabakasindan
sekillenen hiicreler olarak adlandirilan trofoblastlarin gelisimine ve biiylimesine
olumlu etkileri vardir. Ayrica trofoblastlar1 6ldiiriicii etkileri de daha az bulunmustur.
Yapilan birden fazla bilimsel ¢alismalarda; dogumda atilan, dokiilen endometriyum
kismi1 olarak adlandirilan desiduada, CD56bright dogal 6ldiiriicii hiicrelerin yapmis
oldugu defekt diisiik olma riskini arttirdigr goézlemlenmistir. Ayrica periferik kanda
bulunan monokiiler hiicrelerin sahip oldugu ve dogal Oldiiriicii hiicreler olarak
adlandirilan CD56dim de diisiik oranini ve riskini artirmaktadir. Biitiin bunlara
ilaveten dendritik ve uterin makrofaj hiicrelerinin de TGK ile iligkisi bulunmustur
(Clifford ve ark. 1999).

Araci lriinler olarak adlandirilan sitokinler, immiinolojik sistemin hem
calismasinda hem de oto kontroliinde gorev alan elmanlardir. Thl hiicresi timor
nekroz faktorii (TNF)-a, interferon (IFN)-y ve interlokin (IL)-2 salinimini yaparken
Th2 hiicresi de IL-10 ve IL-4 salinimin1 ger¢eklestirmektedir. TGK ‘da Th1 sitokinleri
gebelik oncesi donem incelendiginde endometriyal hiicrelerde ve periferik kanin
mononiikleer hiicrelerinde yiiksek bulunmustur. Ayrica diisiik olay1 sonrasinda yapilan
caligmalarda da desidua hiicrelerindeki salinimin yiiksek oldugu goézlemlenmistir
(Clifford ve ark. 1999).

Immun sistem elemanlarindan olan MBL (Mannoz baglayici lektin)
monositlerden sitokin iiretimini arttirmaktadir. Seviyesinin diisiik diizeyde olmasi1 kotii
gebelik ve tekrarlayan gebelik kayiplarinda iliskili oldugu bulunmustur (Kilpatrick ve
ark. 1995).

TGK’ya sahip olan hastalar incelendiginde ANA yani antiniikleer antikor
pozitifligi goriilmiistiir. Antiniikleer antikor (ANA); hiicre ¢ekirdegi yapisinda yer alan
(DNA, histon, sentromer gibi) yapilara kars1 gelisen antikorlardir. Bu pozitiflik gebelik
siirecini olumsuz etkilemektedir. Bu sebeple TGK hastalarinda ANA taramasinin
yapilmasi oldukca 6nemlidir. Nihayetinde TGK’ya sahip hastalar degerlendirildiginde
MBL ve ANA taramasi onerilir (Xu ve ark. 1990).



1.1.1.7. Cevresel ve Diger faktorler

llerleyen tip ile birlikte iireme saghg konusunda birgok bilgiye
ulagabilmekteyiz. Bu sayede gebelik kayiplarinin nedenlerini de daha iyi
anlayabilmekteyiz. Buna ragmen TGK’ya sahip hastalar incelendiginde kesin bir
sebep bulunamamaktadir. Ureme sagligimi en ¢ok etkileyen faktorler arasinda kafein,
alkol, nikotin ve sigara gelmektedir. Bununla beraber ¢esitli kimyasallar (6rn: arsenik,
kursun, formaldehit) radyasyon gibi faktorler de iireme sagligini etkilemektedir.
TGK’ya sahip olup nedeninin bulunamadig1 bazi hastalarda tedavi edilemedigi halde
canli dogum oranida oldukc¢a fazladir. Cevresel faktorlerin yani sira hastalarin ileri
yaglarida TGK’da etkilidir. Bu hastalar genel saglik hakkinda yakindan takip edilmeli
ve bilgilendirilmelidir (Smith ve ark. 2003).

1.2.  ISI SOK PROTEINLERI (HSPs)

Cevresel strese maruz kalan hiicreler hayati fonksiyonlarin1 durdurur ya da
protein, DNA ve RNA gibi 6nemli bilesenlerin aktivitesini yavaslatir. Bunula beraber
bircok sistemde strese karsi tepkiler olusmaktadir. Is1 sok protein ailesi olarak
adlandirilan HSP proteinleri bu tepkilerin en net goriildiigii protein ailesidir. Ilk kez
yuksek atese bagli olarak hiicrelerde kesfedilmistir. HSP proteinleri insandan
bakterilere kadar biitiin organizmalarda bulunmaktadir. Yiiksek oranda korunmus bu
proteinler ¢evresel ve kimyasal faktorlere karsi savunma mekanizmasina sahiptir. Bu
mekanizma UV, sicaklik, enfeksiyon, agir metaller, etanol, yaslanma vb. etkenler
tarafindan indiiklenmektedir (Kregel 2002).

Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve oksidatif stres gibi patolojik siire¢ler sonucu
HSP’ler hiicresel dengenin yeniden saglanmasi i¢in molekiiler saperon olarak goérev
yapar (Benjamin ve McMillan 1998, Kalmar ve Greensmith 2009). HSP’lerin asil
gorevleri; proteinlerin spesifik katlanmalari, onarimlari, ii¢ boyutlu yapilarinin
korunmasi ve hiicre zar1 lizerindeki katlanmalaridir (Poon ve ark. 2004). Bunun yani
sira hiicresel stres sonucunda hiicrenin yasamasina veya Oliimiine karar verilmesi,
hiicrenin kademeli olarak apoptozise ugratilmasi, hiicrenin sinyal iletiminin
diizenlenmesi ve stresin indiiklenmesinde de 6nemli rol oynar. Daha kiiciik molekiillii
HSP’erin ise tanisal amaglarda kullanildigi bilinmektedir (George ve ark. 1999).
Molekiil agirliklart 15 kDA ile 110 kDA degismektedir. Stres faktorleri veya ani 1s1
degisikleriyle karsilagildiginda HSP’lerin hiicre i¢i miktarlarinda artis gbzlemlenir.
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Bu sayede hiicre iginde strese karst direng¢ giliglenmektedir. Cogu canlida yapisi
benzerlik gostermektedir. 1962 yilinda Ferrucia Ritessa Drosophila Melanogaster
canlisinin lavralarinda tiikiiriik hiicrelerinde 1s1-sok cevabinin gen aktiviteleri sonucu
olustugu bulunmustur. 1974 yilinda 1s1 sok proteini adin1 almistir (George ve ark.
1999).

1.2.1. Is1Sok Protein Ailesi

HSP’ler molekiiler agirliklarina gore alt gruplara ayrilirlar. Bunun yani sira
baska benzer 6zelliklerine gore de siniflandirilabilirler. Ornegin HSP60 ve HSP 70
ailelerine bakacak olursak ister insan ister bitki hiicrelerinde bulunsun gosterdigi
fonksiyonlar ve amino asit siralamalar1 %50 nin lizerinde benzerlik gosterir (Jakob ve
ark. 1999). HSP’ler 5 ana gruba ayrilirlar. Bu gruplar; HSP 110-100, HSP 90, HSP 70-
72-73, HSP 60-65 ve kiigiik 1s1 sok proteinleridir.

1.2.2. Memelilerdeki Is1 Sok Proteinleri ve Fonksiyonlari

1.2.2.1. HSP110-100

Niikleolustaki rRNA ile baglanti kurmaktadirlar. Kiimelenen proteinleri
ayirmak i¢in onlar eritirler. Ayrica HSP 100 mayalarda sicaklik toleransinin
kazanilmasinda da gorev alirlar. Bitkilerde ise HSP 100 belli bir 1s1 toleransinin

ardindan kapasitesini yitirmektedir (Anonim 2006, Pockley 2001).

1.2.2.2. HSP 90

HSP 90a ve HSP 90b diye iki alt gruba ayrilir. HSP 90b, HSP 90a’dan miktar
olarak daha fazla bulunmaktadir. Hedef proteinleri sitoplazmada fikse eder. Ligand
yoklugunda ise hormon reseptor baglayici olarak etki gostermektedir. Ayrica steroid
reseptOrlerine baglanti saglarlar ve steroid hormonlarinin baglanmasina kadar niikleer
DNA'’ya baglanmaya calisan reseptdrlerin engellenmesi isini gerceklestirmis olurlar.
Bunun sonucunda ise steroid reseptorler ile DNA olmasi greken zamandan 6nce bir
etkilesime girmemis olur (Russell ve ark. 2000). Ek olarak inaktif olan steroid
reseptorlerini,  kinazlari, hiicre yasam siiresinin yenilenmesi ve immiinite
devamliliginin saglanmasinda gorev almaktadir. ATP’yi baglar, ancak ATPaz

aktivitesi bilinmemektedir (Russell ve ark. 2000).
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1.2.2.3. HSP 70 (HSP 72-73)

Hiicresel dongiiniin diizenlenmesinde gorev almaktadirlar. HSP 72 uyarici
olarak etki gosterirken, HSP 73 ise diizenleme gorevine sahiptir. Bu iki proteinde
sitoplazma ve nukleusta bulunmaktadir. HSP 70 ailesi; ac¢ilmamis proteinlerin
yakalanarak parcalanma ic¢in hazir bir hale getirilmesi, yanlis katlanmis proteinler
arasindaki dengenin saglanmasi, ATP’ye baglanma ve giicli ATPaz aktivitesi ile

cesitli fonksiyonlara sahiptir (Henle ve ark. 1998).

1.2.2.4. HSP 60-65

Mitokondriada biiyiik oligomerler halinde bulunurlar. Hiicre solunumu ve
makromolekiiler proteinlerin yapim asamasinda gorev almaktadirlar. Hipoksi
stirecinde stress proteinlerinin uyarilmasi ve ayrica da hipoksi durumlarinda hiicresel
homeostasinin devamliliginda 6nemli bir yere sahiptirler. Ayrica ATP’ye baglanir ve

ATPaz aktivitesi gosterirler (Ganju ve ark. 1999).

1.2.2.5. SHSP (Kiigiik Is1 Sok Proteini)

sHSP monomer molekiilii 15-45 kDA agirhiga sahiptir. Sitoplazma ve
cekirdekte yer alirlar. Stress altinda olan hiicrelerde 6nemli 6l¢tlide arttigi bulunmustur.
Ek olarak antioksidan 6zelligne de sahiptirler (Anonim 2006, Pockley 2001). Memeli
hiicreleri incelendiginda yalnizca stres ile basa ¢ikmada degil, beraberinde baska hiicre
ici ve dis1 olaylarda da (apoptoz ve farklilasma vs.) gorev yaptigi gézlemlenmistir

(Wang ve ark. 2004).

1.2.3. Is1 Sok Proteinlerinin Fizyolojik Fonksiyonlar:

1.2.3.1. Is1 Sok Proteinlerinin Hiicre Dis1 Fonksiyonlar:

HSP'ler normalde hiicrenin i¢inde bulunur. Hiicreler oldiigiinde ve icerikleri
uzaklastirildiginda hiicre disinda gozlenirler. Buna, daginik hiicrelerin plansiz 6liimii
anlamina gelen "nekroz" denir. Hiicre dig1t HSP'ler, bagisiklik sistemini hastalik ve

enfeksiyona kargi uyarmak i¢in ¢ok gii¢lii bir indiiktif etkiye sahiptir (Pockley 2001).
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1.2.3.2. Is1 Sok Proteinlerinin Hiicre I¢ci Fonksiyonlar:

HSP'lerin normal islevleri, her proteinin hiicreye baglanmasini saglamaktir
(protein katlanmasina yardimci olmak ve protein iiretimini diizenlemek). HSP'ler
peptidlerin hiicreye alinmasi gorevinde yardimci olur. Ayrica hiicre igi peptitleri
cevreler ve smirlandirirlar. Bu proteinler hiicresel saperon gorevi gorse de; ayrica
protein sentezi ve tasinmasinda da rol oynarlar. Ciinkii bu proteinlerin hiicrede kendine
0zgii bir lokalizasyonu vardir (Pockley 2001).

Stres; birgok temel yapisal enzim ve proteinde istenmeyen yapisal ve
fonksiyonel degisikliklere neden olur. Bylece stres altinda hiicrenin hayatta kalma
stireci, proteinlerin islevsel yapisinin korunmasini, dogal olmayan proteinlerin
birikmesinin Onlenmesini, denatiire proteinlerin islevsel yapilarini  yeniden
diizenleyecek sekilde yeniden diizenlenmesini ve islevsel olmayan ancak potansiyel
olarak zararli peptitlerin ortadan kaldirilmasini igerir. Bu nedenle HSP'ler hiicre
savunmasinda tamamlayic1 rol oynarlar ve bazen proteinleri stresten korumak igin
birlikte hareket ederler (Wang ve ark. 2004).

1.2.3.3. Is1 Sok Protein Gen Transkripsiyonu

Ist soku protein geninin transkripsiyonu, protein geninin promotor
bolgelerindeki 1s1 soku elemanlarinin uygun transkripsiyon faktorleriyle etkilesimi ile
saglanir. Normal kosullar altinda, sitoplazmada DNA'ya baglanmayan monomerik bir
molekiil olarak bulunur. Stres kosullar1 altinda HSF 1, DNA'ya baglanma yetenegine
sahip olacak sekilde trifosfat formuna doniisiir ve sitoplazmadan cekirdege dogru
hareket eder. HSP'ler ¢ekirdekte DNA promoter bolgelerine baglanir. Béylece HSP

sentezi artarak HSP geninin transkripsiyonunu saglar (Pockley 2001).
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Sekil 2. Hiicresel sicaklik algilama ve HSP 70/HSF1 etkilesimleri (Pockley
2001)

1.2.3.4. Is1 Sok Proteinleri ve Bagisikhik

Hiicre dis1t HSP'ler, bagisiklik sistemini hastalik veya enfeksiyon konusunda
uyarmak i¢in ¢ok gii¢lii tehlike sinyalleri gonderir (Pockley 2001). Bunlar, konakg¢ida
bir¢ok patolojik ajana karsi immiin yanitin olusturulmasinda rol oynayan antijenlerdir.
Stres proteinlerine verilen bagisiklik tepkileri, ¢capraz reaksiyonlar yoluyla hiicrenin
kendi kendine reaksiyonlar vermesine yol agabilir.

Saglikli insanlarin, enfeksiyona veya strese maruz kaldiklarinda hiicrelerinden
kurtulmak icin kendi stres proteinlerine kars1 bagisiklik tepkisi verme yeteneklerini
kullanabilecekleri one siirilmiistiir. Bu yeteneklerin diizensizligi bazi otoimmiin
hastaliklara neden olabilir. Stres proteinleri, bagisiklik tepkisinin hedefleri olmanin

yani sira, antijen sunumunda da 6nemli bir rol oynar (Laad ve ark. 1999).

1.2.3.5. Is1 Sok Proteinleri ve Kanser

1981 yilinda Promod Srivastara adli bir 6grenci bir dizi deneyle tiimor
hiicrelerini pargaladi. Daha sonra farelere nakledilen her tiimor hiicresi ile gelismesini
umdugu kanserden korundugunu gordii. Daha sonraki deneyler, fareleri kansere karsi
korumaktan sorumlu elemanlarin 1s1 sok proteinleri oldugunu gosterdi (Laad ve ark.

1999). Cogu kanser tiiriinde 1s1 soku proteinlerinin tiretimi artar. Is1 sok proteinleri,
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bagisiklik sisteminin ¢ogalmasi, farklilagmasi, istilasi, metastazi, 6limii ve timor
hiicrelerinin taninmasinda rol oynar (Ciocca ve Calderwood 2005).

HSP-peptit kompleksleri kanser hastalarinin kanserli hiicrelerinde olusur. Bir
hastanin hiicrelerinde bu anormal peptitlerin varligi kanser ¢esidine ve bireyden bireye
degisir. Bu nedenle ¢ok kii¢iik miktarlarda anormal peptidlerin olusumu bile kanser
riskine yol agar. Ayrica 1s1 soK proteinleri, belirli kanser hiicresi tiirlerinin farklilasma
derecesinin bir gostergesi olabilir. Bazi kanser tedavilerinde HSP iiretiminin artmasi
tedavinin etkinliginin bir isaretidir. Ornegin meme kanserinde HSP 27 ve HSP 70'in

artmasi kemoterapiye direncin gostergesidir (Laad ve ark. 1999).

1.2.3.6. Is1 Sok Proteinleri ve Viral Enfeksiyonlar

Viriisler, hiicrenin DNA kopyalama mekanizmasini ele gegirmek i¢cin HSP'leri
kullanir. Simian viriisii 40 (SV40) T antijeni, hiicre gelisimini kontrol eder ve HSP'leri

kullanarak doku doniistimiine neden olur (Ziigel ve Kaufmann 1999).

1.2.3.7. Is1 Sok Proteinleri ve Kalp Hastaliklar:

Artan HSP 70 salimimi kalp yetmezligine karsi koruyucu bir mekanizma
olusturur. Deneysel iskemi olgusunda, ¢alismalar genetigi degistirilmis farelerde HSP
70'in arttirtlmasinin hasar1 biiyiik 6l¢giide ortadan kaldirabildigini gostermistir (Landry
1998).

1.2.3.8. Is1 Sok Proteinleri ve Oksidatif Stres

Stres, fizyolojik, biyokimyasal ve molekiiler kanitlar da dahil olmak iizere
cesitli tepkilere neden olur. Bu durumda oksidatif stres HSP ekspresyonunun
artmasina neden olur. Stres altinda sican damar endotel hiicrelerinde HSP diizeylerinin
arttig1 gozlendi. Kan basincindaki ani artiglar bu reaksiyonlara baglanmistir (Landry
1998).

Is1 soku proteinlerinin, hiicre dongiisii ve hiicre 6liimii diizenleyicileri de dahil
olmak iizere ¢ok sayida sinyal molekiiliiyle iliskili hiicre sinyal aglarinda anahtar rol
oynadigi tespit edilmistir. Bu konuyla ilgili ¢ok sayida arastirma, bitkilerde ve diger
organizmalarda etkilesim mekanizmalarinin benzer oldugunu gostermektedir (Landry
1998).
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Aslinda Arabidopsis'te 1s1 ok transkripsiyon faktorleri, antioksidan askorbik
asit peroksitin ekspresyonuna baglidir ve HSF (1s1 soku faktorii) yalnizca HSP
sentezinde rol oynamakla kalmaz, ayn1 zamanda antioksidan genlerin ekspresyonu
yoluyla oksidatif stresin diizenlenmesine de katilir (Wang ve ark. 2004). Memeli
hiicrelerinde, sHSP'lerin antioksidan 6zelliklere sahip oldugu ve yalnizca oksidatif
strese kars1 korumada degil ayn1 zamanda apoptoz ve farklilasma gibi diger hiicresel

fonksiyonlarin diizenlenmesinde de rol oynadigi bilinmektedir (Arrigo 1998).

1.2.4. 1Is1Sok Proteinlerinin Teshis Yontemleri

. Elektroforez

. PCR (Ozellikle kiigiik 1s1 sok proteinlerinin teshisinde tercih edilir)
e ELISA

o Western Blotting

1.2.5. HSP 70 ailesi

HSP 70 ailesi, hiicreleri ksenobiyotiklerin varliginda hasara kars1 koruyan bir
protein ailesidir (Sharp ve ark. 1999). Birincisi, proteinlerin kontrolii ve
dizilenmesinde rol oynar. HSP 70 tarafindan tanimlanan hatali dizili proteinler,
proteozom veya lizozomda yok edilir. Bu nedenle hasarli proteinlerin temizlenmesi
HSP 'lerin varliginda gergeklestirilir. Bazi durumlarda yanlis katlanmig proteinler,
diizenli olarak yeniden katlanmalari saglanarak kurtarilabilir (Kalmar ve Greensmith
2009). HSP 70, hiicreleri ve dokular1 6liimciil sicaktan ayrica da birgok diger ¢evresel
ve patolojik stres faktorlerinden korumaktadir. HSP 70 saperonlart TNF, monosit,
oksidatif stres, seramid, terminal farklilagma, UV radyasyon, kaspaz3’lin asiri
ekspresyonu, iskemik yaralanma, sepsis kaynakli yaralanma, hidrojen peroksit
zehirlenmesi, apoptozis, nitrikoksit asit ajanlar1 ve toksik ilaglar tarafindan indiiklenen

hiicre 6liimune direnci arttirir.

HSP 70 ailesi, kemirgenlerde 71 kDa ve insanlarda 72 kDa molekiiler agirliga
sahip, HSP'lerin en uyarilabilir grubudur. Bu grup, endoplazmik retikulumda lokalize
olan ve yapisal olarak glikoz ve proteinlerden olusan HSC 70'i (P72; HSC73; Hspa8),
onun uyarilabilir formu HSP 72 ve GRP 75'i igerir (Poon ve ark. 2004). Sinir

sisteminin ¢esitli lezyonlarinda HSP 70 sentezinin 6nemli 6l¢iide arttig1 tespit edildi.

15



HSP 70’in ekpresyonunun engellenmesi hiicrenin yasami kisaltir (Jéaatteld
1999, Witzmann ve ark. 1996, Riabowol ve ark. 1988). Memeli hiicrelerinin HSP 70
geni hiicre donglisiiniin S faz1 sirasinda gegici bir aktivasyon liretmek igin serum
tarafindan uyarilabilir (Milarski ve Morimoto 1986). Ayrica HSP 70 spermatogenesis
sirasinda da ifade edilir (Mori ve ark. 1999). Uretimi insan endometrial hiicrelerindeki
hormonlar tarafindan diizenlenebilir (Tang ve ark. 1995).

HSP 70 ve ayrica da Hsp90 bir¢ok immiinolojik siireclerde rol oynarlar. Bu
molekiiller saperonlar proteozomlar arasindaki antijen peptit transferinde ve
endoplazmik retikulumun yanisira molekiiler siireclerde antijen ile ilgili gegislerde etki
gosterirler. Onlara insan MHC Sinif I molekiillerinin evrimsel bir protitipi olarak
bakilabilir (Sargent ve ark. 1989, Srivastava ve Maki 1991). HSP 70 ailesinin N-
terminal substrat baglanma bdolgesinin {li¢ boyutlu yapist MHC Sinif I molekiillerinin
alfal ve alfa 2 domainleri iizerindeki peptit baglayici olukla benzerdir. ilaveten MHC
genleri kromozom bandinin 6p21.3 bolgesinde lokalize olmuslardir. Lokalize olunan
kromozom bélgesinde ¢ok sayida HSP 70 ailesinin fonksiyonel genleri bulunmustur
(Milner ve Campbell 1990).

Ayrica da HSP 70 antijen sunan hiicreler, modifiye antijen sunumu, endojen
antijenlerinin sunumunun engellenmesi ve sunum i¢in yeni antijenlerin ilave edilmesi
tarafindan antijen siireci sirasinda peptitlerin farkli baglanma motifleri ile etkilesim
halindedir (Shi ve Thomas 1992). Bu protein ¢esitli patojenlere karst immun yanitta
korunmus bir antijen olarak T hiicreleri tarafindan taninmakta ve oto-immunitede
hedef bir molekiil olarak goriilmektedir (Mizzen 1998).

HSP sentezi, denatiire proteinler tarafindan aktive edilen HSF (i1s1 soku
transkripsiyon faktorii) tarafindan indiiklenir. Aktive edilmis HSF, hiicre ¢ekirdegine
fosforile edilmis tridimerler olarak girer. HSF hiicre ¢ekirdegine girdiginde HSE (stres
protein elemanlari) ile birlesir ve HSP genleri DNA yapisinda transkripte edilir. HSP
70, denatiire proteinlerine ATP bagimli bir sekilde baglar (Poon ve ark. 2004, Franklin
ve ark. 2005).

Sudaki organizmalar (algler, rotiferler, yumusakgalar, eklembacaklilar,
kabuklular, baliklar vb.) tizerinde yapilan toksikolojik ¢alismalar, HSP 70 gibi yiiksek
molekiiler agirlikl stres proteinlerinin, genellikle protein denatiirasyonuna yol agan,
toksik maddelere hiicresel diizeyde verilen tepkinin biyobelirtegleri oldugunu

gostermistir (Currie ve ark. 2002, Deane ve Woo 2005).
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Resim 1. HSP 70 Proteini’nin Western Blot Bant goriintiisii
(https://www.abcam.com/products/primary-antibodies/hsp70-antibody 5a5
ab2787.html 2023)

1.3.  AKTIN PROTEINLERI (B-Aktin vs.)

Aktin, bir¢ok genel ve 6zel hiicresel islev i¢in gerekli olup hemen hemen tiim
okaryotik hiicrelerde en ¢ok bulunan ve yiiksek oranda korunan proteinlerdir. Ayrica
hiicre iskeleti, kas kasilmasi, sitokinez, gdg¢, kromatinin yeniden sekillenmesi,
transkripsiyonel diizenleme ve hiicre seklinin diizenlenmesi gibi ¢ok ¢esitli hiicresel
fonksiyonlara katkida bulunur. iki izoform bulunur; B-aktin ve y-aktin. Her yerde
eksprese edilir ve amino asit sekansinda %99 6zdestir. Ancak daha dnceki ¢aligmalar,
yalnizca B-aktinin yasam i¢in vazgegilmez oldugunu gostermistir (Pollard ve Cooper

2009).

17



Genellikle tek bir protein olarak diisiiniilmesine ragmen, aslinda ayr1 genler
tarafindan kodlanan 6 aktin izoformu mevcuttur. Sitoplazmik - ve y-aktin izoformlar1
her yerde eksprese olurken, diger 4 aktin ise kaslarda ekprese olmaktadir. Sitoplazmik
aktinler, hem gen hem de protein diizeyinde oldukca benzerdirler. Actb ve Actgl'in
kodlama dizileri %89 aynidir ve B- ve y-aktin, 375 aa kalintisinin yalnizca 4'iinde
farklilik gosterir. Ayrica, insan ve fare Actb kodlama dizileri %90 6zdestir. Ek olarak
[- ve y-aktin birincil dizileri kuslar ve memelilerde de aynidir (Perrin ve Ervasti 2010).

Housekeeping proteinleri, Western blot analizinde protein yiiklemesi igin
dahili kontrol ve referans olarak kullanilir. Bu uygulama, bu tir housekeeping
genlerinin her dokuda her yerde ve yapisal olarak eksprese edildigi ve normal hiicresel
fonksiyon i¢in gereken minimum sayida temel transkript irettigi fikrine
dayanmaktadir. En yaygin kullanilan housekeeping proteinleri gliseraldehit-3-fosfat
dehidrojenaz (GAPDH), B-tubulin ve B-aktindir (Li ve Shen 2013).

Ayrica housekeeping genler; Western blot, Northern blot, RT-PCR, vb.
calismalarda gen ifadesinin veya protein ekspresyon seviyesi normalizasyonu igin
dahili kontroller olarak da yaygin bir sekilde kullanilirlar. Genel olarak viicudun veya
organizmanin tim hiicrelerinde ayni seviyede ifade edildiklerine inanilmaktadir.
Ciinkii bu genlerin hiicrenin temel islevlerini siirdiirebilmesi i¢in gerekli oldugu
diistiniilmektedir. Western blot ve ger¢ek zamanli RT-PCR gibi deneylerde ifadeleri
gelisim asamasina, incelenen doku tiiriine, deney kosullarina vb. bagh olarak

degisebilecegi ortaya konulmustur (Lin ve Redies 2012).

Chromosome 7 - NC_000007.14
[ 5513855 [ 5547267
LOCi27405410 LOCcia7405412 LOci27405d41 6
Loc1i27405411 LOC1 27405413
Loc221 946 LOc1 27405415
LOCia7405414
HI:TB_

Sekil 4. B-Aktin proteinin kromozom yerlesim bolgesi ve 3 boyutlu yapisi
(https://en.m.wikipedia.org/wiki/File:Protein_ ACTB_PDB_latn.png 2009)
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Resim 2. B-Aktin proteini’nin Western Blot Bant goriintiisii
(https://www.cellsignal.com/products/primary-antibodies/b-actin-antibody/4967
2023)

1.4, WESTERNBLOT

1975 yilinda Southern, nitroseliiloz membran filtreleri kullanilarak jel
elektroforezi ile ayrilan spesifik DNA pargalarmi tanimladi. Bu teknik hizla kabul
edildi ve Southern blot olarak adlandirildi. Bu teknik molekiiler biyolojinin temel tas1
haline geldi. Kisa bir slire sonra, RNA molekiillerini filtre matrislerinde
hareketsizlestirerek (immobilize) analiz etmek i¢in yeni bir teknik gelistirildi. Bu
teknigin ismi Northern Blot olarak adlandirildi. Jeolojik aciklamalar serisinin
devaminda; 1979'da kesfedilen yeni teknige protein blotlama veya ¢ogumuzun bildigi
gibi Western Blot adi verildi. "Western blot" veya "immiinoblot" teknigi, antikor
tespitinin Ozgiilliigiinii jel elektroforezinin farkedilebilir en kiiciik degisim Olciisii
olarak tanimlanan rezoliisyonunu birlestiren bir yontemdir. Blot teknigi, protein
antijenlerinin, antijenin varlig1 ve miktari, molekiiler agirlig1 ve antijen izolasyonunun
etkinligi gibi 6nemli 6zelliklerini belirlemek i¢in kullanilabilir (Towbin ve ark. 1979).

1979 yilinda jel yonteminin kesfiyle protein transferi (blotlama) arastirma
laboratuvarlarinda rutin bir ara¢ haline geldi. Geleneksel olarak karmasik bir
numunedeki kii¢iik miktardaki proteini tespit etmek veya protein sentezini ve
eliminasyonunu izlemek i¢in kullanilir. En basit protein blotlama yéntemi olan dot blot
yonteminde numune vakumlu filtreleme kullanilarak mikro goézenekli bir zara
aktarilir. Bu yontem, toplam protein sentezi miktar1 hakkinda niteliksel bilgi
saglayabilir ve birden fazla ornek paralel olarak test edilebilir, ancak proteinin

molekiiler agirhigi hakkinda bilgi saglamaz (Towbin ve ark. 1979).
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Diger yontemlere gore daha karmasik olan Western blot yontemi, temel olarak
protein karisiminin jel elektroforezi ile ayrildiktan sonra uygun bir membrana
aktarilmasi (transfer) siireclerini icermektedir. Bir protein, etiketli bir antikor veya
antijen ile spesifik bir reaksiyon yoluyla tanimlanabilir. Bu yontemi kullanarak belirli
bir proteinin molekiiler agirligir hakkinda bilgi edinmek ve doniistiiriilmiis tirtinlerin
izoformlarin1 ayirt etmek miimkiindiir. Protein uygun bir membrana aktarildiktan
sonra goriintiileme i¢in boyanabilir, N-terminal dizilimi ile dogrudan tanimlanabilir ve

kiitle spektrofotometrisi veya immiinodeteksiyon gerceklestirilebilir (Burnette 1981).

Substrat é ._ »

Q 6\’ @ . . . Urian
o

€ @

— Primer antikor

Bloklama ajani

/

(enzim)

Membran

Sekil 5. Membran temelli immiin saptama (Burnette 1981)

1.4.1. Immiin Saptamaya Etki Eden Faktorler

Yeni bir Western blot protokolii gelistirilirken tiim bilesenler ve bunlarin
etkilesimleri dikkate alinmalidir. Antikor konsantrasyonu, tampon igerigi, bloke edici
ajan ve inkiibasyon siiresi deneysel olarak kontrol edilmeli ve en iyi kosullar
belirlenmelidir. Su kalitesinin her diizeyde 6énemli oldugu ve minimum kirliligin bile
ciddi sorunlara yol acabilecegi siklikla gdzden kagirilabilmektedir. Ornegin yaban
turpu olarakta adlandirilan “’horseradish’’ teki peroksidaz enzimi, en saf suda bile
yaygin olarak bulunan pirojenler tarafindan inhibe edilir ve azit antikor ¢ozeltilerinde

koruyucu olarak kullanilir (Towbin ve ark. 1989).
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14.1.1 Tamponlar

Genellikle iki tampon ¢ozeltisi kullanilir. Tris Buffered Saline (TBS) ve
Phosphate Buffered Saline (PBS) dir. Bu tamponlarin farkli konsantrasyonlar da
kullanim1 ¢esitli makalelerde yayinlanmistir. Burada 6nemli olan nokta tamponun

antikorun biyolojik aktivitesini siirdiirebilmesidir (Towbin ve ark. 1989).

1.4.1.2. Bloklama

Anlamli bir sonu¢ elde etmek i¢in antikorlarin yalnizca ilgili membran
proteinlerine baglanmasi gerekir. Antikorlarin spesifik olmayan baglanmasini
sinirlamak i¢cin membranin bos kisimlari, etkilesime girmeyen proteinler veya iyonik
olmayan deterjanlarla bloke edilir. Bloke edici ajanin membrana afinitesi, antikora
gore daha yiiksek olmalidir. En sik kullanilan bloke edici maddeler sigir serum
albiimini (BSA, %0,2 ila %5), yagsiz siit tozu, kazein, jelatin ve seyreltilmis Tween
20 ¢ozeltileridir (Towbin ve ark. 1989).

1.4.1.3. Antikorlar

Membran bloke edildikten sonra ilgilenilen proteine 6zel bir birincil (primer)
antikorla inkiibe edilir. Baglanmamis birincil antikorun ¢ikarilmasindan sonra
membran, birincil antikora bagli bir ikincil antikor kompleksi olusturmak iizere
konjuge bir enzim veya boya igeren ikincil (sekonder) bir antikorla inkiibe edilir.
Dogrudan etiketlenmis bir birincil antikorun kullanilmas1 miimkiin olsa da; Ikincil
antikorlarin kullaniminin hassasiyeti artirmasi gibi bir¢cok avantaji vardir (Towbin ve

ark. 1989).

14.1.4. Yikama

TBSTween 20 (TBST) veya PBS-Tween 20 (PBST) ¢oziimleri, ortamda
baglanmadan kalan ve spesifik olmayan yiiksek sinyallere veya spesifik diisiik

sinyallere neden olan antikorlar1 uzaklastirmak i¢in kullanilir (Towbin ve ark. 1989).

1.4.1.5. Saptama Soliisyonlari

Membrana spesifik baglanmay1 saptamak i¢in, ikincil bir antikora (horseradish

peroksidaz veya alkalen fosfotaz) bagli bir enzimle reaksiyona girerek sinyal {ireten
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substratlarin  kullanilmas1 gerekir. Yaygmn olarak ¢ tip substrat kullanilir.
Kemifloresans, kimyasal 1sildama olarak adlanrilan kemiliiminesans ve renk
degisimine neden olan kromojenik substratlardir. Western blot, arastirmacinin
kullanacag: ilgili proteininin hiicre veya doku daki miktarina, fizyolojik kosullara ve
kullanilan antikor tipine bagli olarak ¢esitli modifikasyonlar gerektirebilir (Towbin ve
ark. 1989).

1.4.2. Western Blot Yontemi ve Genel Asamalari

Western blot, bir dokudaki spesifik bir proteinin analizine olanak saglayan bir
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu teknigi kullanarak dokudaki proteinlerin varligini,
boyutlarini, konsantrasyonlarini, konsantrasyon degisikliklerini, farkli gruplar
arasindaki konsantrasyon karsilagtirmasini vb. belirlemek miimkiindiir (Towbin ve
ark. 1989).

Western Blotlama prosediirii 4 ana kisimdan olusur:

14.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi

Hem in vitro (hiicre kiiltiirleri vb.) hem de in vivo (hayvanlar {izerinde deneysel
caligmalar) deneyler yapildiktan sonra Oncelikle kiiltiirdeki doku hiicreleri veya
hiicreler parcalanir ve protein iceren kisim digerinden ayrilir. Elde edilen protein
karigimlarindaki protein konsantrasyonu daha sonra spektrofotometrik yontem
kullanilarak belirlenir. Bu adimin en iyi sekilde gerceklestirilmesi Western jelin her

kuyucuguna esit miktarda protein yiiklenebilirigini saglar (Towbin ve ark. 1989).

1.4.2.2. Yiiriitme ve Transfer

[k olarak proteinler denatiire edilir, indirgenir ve diizgiin ¢aligmasi igin
hazirlanir. Numuneler daha sonra jelin kuyucuklarina yiiklenir, elektroforez (akis)
yoluyla molekiiler agirliga gore bantlara ayrilir (running) ve ardindan bir membrana
aktarilir (transfer edilir). Bu adimin amaci antikorlarla isaretlenebilecek bir yapi

(membran veya blot) elde etmektir (Towbin ve ark. 1989).
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1.4.2.3. flgili Proteinin Isaretlenmesi ve Boyanmasi

Immiinohistokimya gibi bloklama, primer antikor, yikama, sekonder antikor,
yikama ve boyamadan olusur. Goriiniir dalga boyundaki boyalar yerine
kemiliiminesans etiketleme veya enzim-substrat iligkisini kullanan yontemler (alken

fosfataz yontemi) kullanilir (Towbin ve ark. 1989).

14.2.4. Goriintiilleme ve Analiz

Goriintiileme islemi karanlik bir oda da film iizerine veya normal bir
laboratuvar kosullarinda membran iizerinde de yapilabilir. Bantlar goriiniir hale gelir
ve analiz edilebilir. Protein ekspresyon seviyeleri daha sonra analiz programlari
kullanilarak analiz edilir. Onceki adimlarin sorunsuz ilerlemesi bu adimin da sorunsuz

bir sekilde ilerleyecegini gostermektedir (Towbin ve ark. 1989).

1.4.3. Spektrofotometre ile Protein Konsantrasyonu Tayini

Spektrometre (spektrofotometre, spektrograf veya spektroskop) veya
spektroskop, elektromanyetik spektrumun belirli bir boliimiinde 15181n 6zelliklerini
Olgerek spektroskopik analiz yoluyla materyalleri belirlemek igin siklikla kullanilan
hem bir yontem hem de bir aractir. Western Blot’ta spektrofotometre ile protein
absorbansi Olciiliir. Bunun i¢in genellikle Bradford yontemi kullanilir. Numunenin
belli bir oran1 iyice karistirilarak mikrokiivete aktarilir. Daha sonra Bradford Protein
Assay Reagent (Sigma®) eklenir. Numuneler 6lgiilmeden once oncelikle standart
protein ¢ozeltileri hazirlanir (0,1-1,4 mg/ml araliginda) ve protein konsantrasyonu-
absorbsiyon grafigi olarak adlandirlan standart bir grafik olusturulur. Bu islem her
ornek Ol¢iim galismasi 6ncesinde yapilmaktadir (Towbin ve ark. 1989).

Daha sonra numunelerin absorbansi dl¢iiliir. Karigim herhangi bir kalint1 veya
parcacik icermemelidir. Bu amacla Oncelikle numuneye Bradford ¢oziimiiniin
uygulanmasi tavsiye edilir. Bradford'u ekledikten sonra, iyice karismasini saglamak
i¢in tiip birka¢ kez ters gevrilmelidir. Olgiim ilgili dalga boyunda gergeklestirilir.
Absorbans degeri protein konsantrasyonuyla dogru orantilidir. Referans proteini
olarak BSA (s18ir serum albiimini) kullanildiginda dogrusal konsantrasyon aralig1 0,1
ila 1,4 mg/ml'dir. Absorbans degerleri her numune i¢in karsilik gelen nm'de 6l¢iiliir.

Olusturulan standart grafigin egiminden OD (optik yogunluk absorbansi) degerini
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bildigimiz bir proteinin C degerini (konsantrasyon) hesaplayabiliriz. Bu islemlerden
elde edilen verilere gore numunelerdeki protein miktar1 belirlenir. Sonug olarak jele

yiiklenecek total protein miktar1 hesaplanir (Towbin ve ark. 1989).

1.4.4. Coomassie Blue Brillant Boyama

Coomassie mavisi ¢esitli formlarda (R250 veya G250 gibi), protein boyama
icin yaygin olarak kullanilan bir belirtegtir. Bu boyalar proteinlerle kimyasal
reaksiyona girmezler, sadece kovalent olmayan kompleksler olustururlar. Etkilesimin
oncelikle iyonik nitelikte olduguna inanilmaktadir, ancak baglanma, proteinlerdeki
ana gruplarin varligindan kaynaklanmaktadir ve potansiyel olarak polar olmayan
(apolar) Van der Waals kuvvetleri ile baglanmaktadir. Bu nedenle boyalar tim
proteinlere esit sekilde baglanmaz. Ancak iki boya yapisal olarak benzerdir; Bununla
birlikte, farkli fiziksel prosediirler ve boyama prosediirleri gerektirirler ve higbir
parcacik protokolii birbirinin yerine kullanilamaz (Bradford 1976). Coomassie mavisi
genellikle jellerdeki proteinleri boyamak i¢in kullanilir ve 6zellikle R250 formundadir.
Bu islem boyay1 proteinlere baglayarak sudan etkilenmemesini ve ¢dziinmemesini
saglar. Jeli yikadigmizda, boyanin tamamini degil ¢ogunu ¢ikarmis olursunuz.
Boylece mavi boya baglandiginda proteinler goriiniir hale gelir. Poliakrilamid jelde
yaklasik 0.1 pg protein tespit edilebilir. Diger bazi boyalar proteinlere sik1 bir sekilde
baglanir. Ancak ¢ogu Coomassie mavisi kadar duyarli degildir (Tal ve ark. 1985).
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IKINCi BOLUM
GEREC VE YONTEM

2.1. Deney Orneklerinin Ahnmasi ve Gruplarin Olusturulmasi

23/10/2013 20.478.486-257 Celal Bayar Universitesi T1p Fakiiltesi, Tibbi Etik
kurulu izinli ¢alismada; alman izin dogrultusunda Celal Bayar Universitesi Tip
Fakiiltesi Kadin Hastaliklar1 ve Dogum Biriminde ya da Merkez Efendi Devlet
Hastanesi Kadin hastaliklar1 ve Dogum Klinigi’'nde

J Gebelik dis1 anormal uterin kanama nedeniyle tedavi ve tetkik amaclh
endometrial 6rnekleme Onerilen hastalardan

o Gebeligi kendi istegi ile sonlandirmak istedigi igin kiiretaj olan
hastalardan ve

o Missed abortus ya da gebelik tahliye istemi tanilariyla servise yatirilmisg
olan ve c¢aligsma kriterlerini tagiyan hastalardan

Onamlari alindiktan sonra kiiretaj materyallerinden 2cc’lik bir 6rnek alinmistir.

Bu c¢alisma daha once etik kurul izinleri alinarak toplanmis (23/10/2013
20.478.486-257) diisiik materyali lizerinde yapilmistir.

Calisma {i¢ grup olarak tasarlanmistir:

Grup 1: Saglikli, gebe olmayanlar grubu (gebelik dis1 anormal uterin kanama
nedeniyle tedavi ve tetkik amacli endometrial Ornekleme Onerilen hastalardan
olusacaktir).

Grup 2: Saglikli gebeler grubu ( gebeligi kendi istegi ile sonlandirmak istedigi
icin kiiretaj olan hastalar)

Grup 3: Tekrarlayan gebelik kayiplar1 grubu (en az 2. kez missed abortus
nedeniyle kiiretaj islemi uygulanacak hastalar)

Grup 2 ve 3’ten diisik materyalleri, Grup 1’den endometriyal biyopsi
alinmistir. Hastalara ¢alisma igin ek bir girisim yapilmadigindan devam niteligindeki
bu calismada da ek bir girisim yapilmamustir. Kiiretaj endikasyonlar1 olan hastalarin

kiiretaj materyallerinden bir kismi ¢alisma i¢in ayrilmistir.
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2.2.  Total Protein Assay Cahsmasi ve Gerekli Materyaller

Total Protein Assay calismasinda Bradford yontemi kullanildi. 50 pl 6rnek (5
ul Siipernatan ve 45 ul Distile su ile 10 kat seyreltildi), iyice karistirilarak mikrokiivete
aktarildi. Sonrasinda bu karisim tzerine 1500 ul Bradford protein assay
reagent (Sigma®) eklenmistir. Orneklerin absorbans degerlerinin dl¢iimiine gegmeden
once ilk olarak, 0,1-1,4 mg/mL arasinda degisen standart protein soliisyonlari
hazirlandi. Bu soliisyonlar kullanilarak  protein  konsantrasyonu-abzorbans
degerlerinin oldugu Standart Grafigi elde edildi. Bu grafik elde etme islemi protein
Ol¢timii yapilmadan once her seferinde yeniden olusturulmustur. Standart Grafigi
olusturulurken 5 ml BSA (0,01 gr toplam) 2 mg/ml kullanildi ve 2-1-0,5-0,25 mg/ml
olgiileri dikkate alindi. Bu 6l¢iiler sonucunda Standart Grafigi olusturuldu. Daha sonra
her bir 6rnek i¢in 280 nm dalga boyunda abzorbans 6l¢iimii yapildi. Her bir grup igin
30 g total protein i¢in jele yiiklenecek miktar belirlenerek yiikleme islemi bu
degerlere gore yapildi.

Bu islem esnasinda kulanilan cihaz ve soliisyonlar; Spektrofotometre cihazi,
Bradford protein assay reagent, 30 ul 6rnek (5 ul Siipernatan, 25 ul Distile su),
Standart 5 ml BSA (0,01 gr toplam) 2 mg/ml %25 Sampling buffer (4X) ve Distile

sudur.

2.3. Commassie Blue Boyama Calismasi ve Gerekli Materyaller

Ik etapta 1L Coomassie Stain soliisyonu %0.1 Coomassie R250 (1 gr), %10
Glacial Asetic Asid (100 ml), %40 Methanol (400 ml), ddH,O (500 ml); 1 L De-Stain

soliisyonu %20 Methanol (200 ml), %10 Glacial Asetic Asid (100 ml), ddH,O (700

ml) ol¢iileri kullanilarak hazirlandi. SDS-PAGE Elektroforez sonucu elde edilen jel
Coomassie Stain soliisyonu ile 30 dk inkiibasyona birakildi. inkiibasyondan sonra
soliisyon jel tizerinde alinarak tekrar kullanilmak iizere ayri bir tiipe konuldu ve jel 2-
3 kez distile su ile yikandi. Yikama sonrasi jel lizerine De-Stain soliisyonu ilave edildi
ve 60 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra soliisyon alinarak jel tekrar
yikandi. Net bir goriintii alindiktan sonra jelin fotografi ¢ekilerek deneye son verildi.
Bu deney sonucunda proteinlerin kantitatif analizi yapilmistir.

Kullanilan materyaller su sekildedir: Coomassie Stain & De-Stain, Coomassie
Brillant Blue R250, Glacial Acetic Acid, Methanol, ddH, 0.
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2.4. Western Blott Calismasi ve Gerekli Materyaller

Tim gruplardan alinmig doku ornekleri homojenizator ile RIPA buffer
icerisinde parcalanarak protein ekstraksiyonu yapilmis ve daha onceki calismada
belirtilen proteinlerin ekspresyon diizeyleri Western Blot analizleriyle incelenmistir.
Bunun disinda Spektrofotometre ile total protein analizi yapilarak jele yiiklenecek
protein miktarlar1 dl¢tilmistiir. Ayrica Commassie Blue boyama yapilarak proteinlerin
kantitatif analizi yapilmistir. Burada bir 6nceki ¢caligmada kullanilan 6rneklerle, 1s1 sok
proteinlerinden HSP 70 Western Blot teknigiyle incelenmistir.

Kullanilan materyaller su sekildedir: Lysis buffer (25 mM Tris-HCI pH 7.4,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, and 5% glycerol), SDS-PAGE jel (4%
stacking gel and 15%, 12%, 10%, 8% separating gel), Semidry Transfer Cihazi,
Nitroseliiloz Membran, Semidry Transfer Buffer (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycine,
1000 ml =200 mI methanol ve 800 ml H,0O), Dry Milk, Running Buffer (35 mM SDS,

250 mM Tris-HCI, 1,92 M Glycine), TBS-Tween 20 (TBS-T) (20 mM Tris-HCI, 150
mM NacCl, 0,02 % Tween 20), Primer Antikor (HSP 70, B-Aktin ), Sekonder Antikor
(Alkalen fosfataz-konjugat) (AP Konjuge), Marker ( Belirte¢ ), BCIP/NBT Soliisyonu,
Dikey Elektroforez Tanki, Shaker, Heat Blok, Mini Satrifiij, ImageJ software (1.44p
NIH, USA).

2.4.1. Doku Materyalinin Hazirlanmasi ve Saklanmasi

Doku materyali 100 ul of lysis buffer (RIPA buffer) (25 mM Tris-HCI pH 7.4,
150 mM NaCl, 1% NP-40, 1 mM EDTA, and 5% glycerol) ile mekanik
homojenizasyona tabi tutuldu. Homojenizasyonu takiben dokunun proteinli kismini
ayristirilarak santrifiigasyon (14000 rpm, +4°C, 15 dakika) yapild:. Ustte kalan siviya
siipernantant, altta kalan kisima ise pellet yani ¢okelti denir. Siipernatant mikropipet
yardimiyla ayr1 bir ependorf tiipiine alinarak santrifiigasyon islemi birkez daha tekrar
edildi. Daha sonra stipernatant ependorf tiiplerine esit miktarda dagitilarak -20 °C’de

saklandi.
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2.4.2. Jel Kalibinin Olusturulmasi

Bu islem i¢in iki cam plaka kullanildi. Plakalar alkol ile iyice temizlenerek jelin
dokiilecegi kaste yerlestirildi. Alttan sizint1 olup olmadig: distile su ile kontrol edildi.

Bu islemden sonra %12’lik 20 ml Separating Jel (Ayirma Jeli) hazirlandi.
Separating Jel i¢in kullanilan maddeler ve miktarlar1 su sekildedir: 6600 ul dH20,
5000 ul 1.5 M Tris-HCI, pH:8.8, 100 ul %?20’lik SDS, 8000 pul AC/BIS
(Acrylamide/Bisacrylamide), 200 ul APS ( Amonyum Persiilfat) ve 8 ul TEMED. Jeli
hazirladiktan sonra iki cam plaka arasmma dokiildii. Cam Plakalar1 tam
doldurulmayarak tstte Stacking Jel i¢in belli bir alan birakildi. Daha sonra jelin {ist
kism1 diizgiin bir yiizey olusturmasi ve hava kabarciklar1 olugsmamast i¢in %0.1 SDS
ile doduruldu. 30 dakika bekleme siiresinden sonra jel polimerlesti ve iizerindeki SDS
¢ozeltisi uzaklastirildi. Bundan sonraki asama ise Stacking Jel’in (Toplama Jeli)
hazirlanmasi ve diger hazir olan jelin tizerine dokiilmesidir. 10 ml Stacking Jel igin
kullanilan maddeler ve miktarlar1 su sekildedir: 5600 pul dH20, 2500 pl 0.5 M Tris-
HCI, pH : 6.8, 50 ul %20’lik SDS, 1700 ul AC/BIS (Acrylamide/Bisacrylamide), 100
ul APS ( Amonyum Persiilfat) ve 10 ul TEMED. Hazirlanan Stacking Jel Separating
Jel’ lizerine dokiildii ve proteinlerin yiiklenip yiiriitiilecegi kuyulari olusturan tarak
(comb) yerlestirilerek polimerlesmeye birakilarak birakildi. Polimerlesme isleminden
sonra tarak cikartilarak kuyular hazir hale getirildi. Boylelikle jel kalib1 olusturma

asamasi da bitirilmis oldu.

2.4.3. Orneklerin Hazirlanmasi

-20°C’deki Grup 1,2,3 ornekler ¢ikarilarak oda sicakliginda erimeye birakildi.
Ornekler eridikten sonra her bir érnekten daha énce spektrofotometre dlgiimlerinde
belirlenmis olan ytliklenecek miktarlar mikropipet yardimiyla ayri bir 2 ml lik ependorf
tiiplerine alindi. Daha sonra her bir 6rnek lizerlerine 5 ul Sample Buffer (5X) ilave
edildi. Pipetajlama iglemi ile buffer ve 6rnek karistirildi. Hazirlanan 6rnekler 100°C’de
5 dakika heat blokta inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra rnekler heat bloktan

alinarak kisa bir santrifiigasyon islemi sonucunda yiiklenmeye hazir hale getirildi.
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2.4.4. Elektroforez Tankinin Hazirlanmasi

Onceden hazirlanmis can plakalarmin da iginde bulundugu sistem tank
icerisine yerlestirildi. Uzerine elektrik akimimi ileten Running buffer (Yiiriitme

Tamponu) eklemesi yapildi. Bu islem i¢in 500 ml Running Buffer kullanildi.

2.4.5. Orneklerin Jele Yiiklenmesi ve Elektroforez

Yiikleme yapmadan 6nce kuyucuklar igerisindeki jel kalintilarint engellemek
i¢in yiirtitme yapilacak tankin i¢inde bulunan tampon ¢ozelti ile kalinti kalmayacak
sekilde yikama yapildi. Pipet ile her bir kuyucuga, 6ncesinde hesaplanarak hazirlanan
ornekler tasma olmayacak sekilde yavasca yiiklendi. Jelin ilk kuyucuga proteinlerin
agirliklarinin  hesaplanmasinda kullanilan ve standart olarak kabul edilen 7 pl
hacminde marker konuldu. Diger kuyucuklara ise belirlenen miktarlarda ornek
konularak yiiritme islemine gegildi. Yiriitme islemi 6ncesinde dikey elektroforez
sisteminin kapagi kapatilarak elektrotlar + ve — kutuplara baglandi. Gii¢ kaynagi
calistirilarak yiriitme islemi baslatildi. Sisteme 6ncelikle 80V akim verildi. Seperate
jel (toplama jeli) kismini gegen proteinler stacking jel (ayirma jeli) bolgesine gegtikten
sonra akim 120-130V arasinda arttirildi. Orneklerin yiiriimesi sample buffer yardimi
ile kontrol edildi. Yaklasik 1,5 saat boyunca ornekler jelde yiiriiriimeye birakildi.
Molekiiler agirhigina bagli olarak arastirilan proteinler poliakrilamid jel {izerinde
yeterli seviyede ayrildiktan sonra gili¢ kaynagi kapatilarak yiiriitme islemi sona
erdirildi. Tamamu eksi yiikle yiiklenmis olan proteinler molekiiler biiyiikliiklerine gore
yukaridan agagiya dogru, yani eksiden artiya dogru hareket ederek ayrilmis oldular.

Belirlenen yiirlitme siiresi bittikten sonra jel kaliplari vidalar gevsetilerek
yerlerinden ¢ikartildi. Cam plakalar arasindaki jel zarar gormeden dikkatli bir sekilde
alind1. Jel tst kenarindaki kuyucuklar ve toplama jeli ile beraber diizgiin bir sekilde
bistiiri ile kesilerek uzaklastirildi. Cikarilan jeller daha 6nce hazirlanmig olan Semi-

Dry Transfer Buffer igerisine konuldu.
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2.4.6. Proteinlerin JeI’den Membrana Transferi

Transfer i¢in Nitroseliilloz Membran kullanildi. Membran jelin boyutuna uygun
kesildi ve semi-dry transfer buffer igerisine konularak 1slatma islemi yapildi. Transfer
makinesine ilk olarak transfer buffer igerisinde daha 6nce 1slatilmaya birakilan watman
kagid1 tek kat olarak alta konuldu. Uzerine buffer icerisindeki membran konuldu ve
bunu takiben membran tizerine jeller uygun bir sekilde yerlestirildi. Ve lizerlerine ayni
sekilde 1slatilmis tek kat olacak sekilde watman kagidi konularak islem tamamlandi.

Transfer makinas1 kapatilarak 30 dakika 80 mA de transfer islemi
gerceklestirildi. Transfer igslemi bittikten sonra gii¢ kaynagi kapatildi ve mebran jelden

ayrilarak ayri bir blokaj soliisyonu igerisine konuldu.

2.4.7. Blokaj

Blokaj islemi, membranla antikorlar arasinda olusan non-spesifik baglanmalari
en aza indirmek i¢in uygulanan bir yontemdir. Bu islem, membrani bir dilue protein
¢ozeltisi icerisinde (Yagsiz Siit tozu-TBST karisimi veya BSA-Bovin Serum Albumin
olarak bilinen) oda sicakliginda 20 dakika galkalayicida birakilarak gergeklestirildi.

Bu soliisyon igerisinde ki mevcut proteinler membran iizerinde bulunan ve
hedef proteinlerin o1lmadig: tiim bdlgeyi kaplamaktadir. Boylelikle sonraki asama da
kullanilacak olan primer antikorlarin yalnizca hedef proteinlere baglanmalar
saglanmis olur. Sonugta zemin kirliliginin sebep oldugu yanlis baglanmalar bu sekilde

Oonlenmis olmaktadir.

2.4.8. Membrana Birincil (Primer) Antikor Ekleme

Membranlar {izerine birincil antikor olarak kullandigimiz HSP 70 ve B-Aktin
antikorlar1 konularak +4 °C ‘de gece boyu (over night) inkiibasyona birakildi. (Antikor
soliisyonlart igerigi su sekildedir: 14 ml TBS-T +7 ul HSP 70 (1/2000), 14 ml TBS-T
+ 7 ul B-Aktin (1/2000).

Gece boyu inkiibasyondan sonra membran tistiindeki birincil antikor toplandi.
Sonrasinda {izerine 20 ml yikama soliisyonu veya TBST (TBS+ %0.1 Tween-20)
eklenerek 3 kez 10 dakika ¢alkalayicida yikama yapildi.
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2.4.9. Membrana ikincil (Sekonder) Antikor Ekleme

Burada 6nemli olan, birincil antikor ve ikincil antikorun igeriginin ayni tip
antikoru barindirmasidir (Mouse=Mouse veya Rabit=Rabit ). Yani birincil antikor
hangi hayvanin antijenine karsi iiretilmisse ikincil antikorda da yine o hayvana ait
olmalidir. Bu agamamizda mouse-monoclonal antikor kullanildi. Yikamadan sonra
membran tizerine 20 ml ikincil antikor koyuldu ve bu antikorumuz AP (Alkalen
Fosfatase)-Konjuge’dir. Membran ikincil antikolar ile +4 °C de 2 saat inkiibasyona
birakildi. inkiibasyondan sonra antikor toplanarak membran {izerine 20 ml yikama
solisyonu veya TBST (TBS+ %0.1 Tween-20) eklenerek 3 kez 10
dakika calkalayicida yikama yapildi.

2.4.10. Bantlarin Goriiniir Hale Getirilmesi

BCIP/NBT Soliisyonu hazirlanarak yikanan membran iizerine dokiildii ve 1
saatlik inkiibasyondan sonra bantlar goriiniir hale geldi. Ilgili soliisyonun hazirlanig
sekli su sekildedir: 10 ml Alkalen fosfataz Buffer (100mM Tris-HCI [pH 9.0], 150mM
NaCl, ImM MgCI2) ve lizerine mix halde bulunan BCIP/NBT ¢6zeltisinden 30 pl
ilave edildi.

2.4.11. Bant Yogunluklarinin Analizi

Gorilinlir hale getirilen bantlar tarayicidan gecirilerek bilgisayar ortamina
aktarildi. Aktarilan bu bant goriintiileri ImageJ software (1.44p NIH, USA) yazilimi
ile analiz edildi.
2.4.12. Istatistiksel Analizler

Grup 1,2,3 ornekleri ile yapilan western blott calismasi ve ImageJ software
(1.44p NIH, USA) programinda yapilan analizlerin sonucunda gruplar arasi

istatistiksel farklar “IBM SPSS Statistics 20 paket programi kullanilarak, “paired” t-

testi ile p<<0.05 6nemlilik derecesine gore karsilastirildi.
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UCUNCU BOLUM

BULGULAR

3.1. Commassie Blue Boyama ile Proteinlerin Kantitatif Analizi ve Sonuglari

Resim 3. Commassie Blue boyama sonucunda elde edilen goriintiinler

3.2.  Spektrofotometre ile Total Protein Analizi ve Standart Grafiginin
Belirlenmesi

Tablo 3. 5 ml BSA ile olusturulan standart degerler ve ortalamalari

Standart
fopr;:n)gsrﬁg/rgm . Ortalama
mg/ml 2 1,175 1,175 1,177 1,175667
mg/ml 1 0,503 0,505 0,506 0,504667
mg/ml 0,5 0,167 0,167 0,168 0,167333
mg/ml 0,25 0,011 0,011 0,012 0,011333

Tablo 4. Grup 1 i¢in dlgiilen total protein degerleri ve jele yiiklenen protein
miktarlar1 gosterilmistir.

30 png total

Grup 1 mg/ml protein  i¢in

yiiklenecek pl
miktari
1 0,667 0,667 0,668 0,667 1,240 24
2 0,685 0,685 0,686 0,685 1,267 24
3 0,661 0,662 0,663 0,662 1,232 24
4 0,600 0,600 0,601 0,600 1,140 26
5 0,649 0,650 0,650 0,649 1,214 25
6 0,660 0,660 0,661 0,660 1,230 24
7 0,731 0,733 0,734 0,732 1,338 22
8 0,627 0,629 0,630 0,628 1,182 25
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Tablo 5. Grup 2 i¢in dlgiilen total protein degerleri ve jele yiiklenen protein
miktarlar1 gosterilmistir.

30 npg total

Grup 2 (mg/ml) protein icin
yiiklenecek pl
miktari

1 0,659 0,661 0,663 0,661 1,231 24

2 0,611 0,612 0,613 0,612 1,158 26

3 0,601 0,602 0,603 0,602 1,143 26

4 0,642 0,642 0,643 0,642 1,203 25

5 0,69 0,691 0,692 0,691 1,276 24

6 0,598 0,599 0,599 0,598 1,138 26

7 0,587 0,588 0,589 0,588 1,122 27

8 0,572 0,572 0,573 0,572 1,098 27

Tablo 6. Grup 3 i¢in 6lgiilen total protein degerleri ve jele yiiklenen protein
miktarlar gosterilmistir.

30 ng total

protein icin

Grup 3 (mg/ml) yiiklenecek pl
miktari
1 0,779 0,78 0,781 0,78 1,409615 21
2 0,68 0,681 0,682 0,681 1,261345 24
3 0,746 0,747 0,748 0,747 1,360192 22
4 0,682 0,684 0,685 0,683 1,265339 24
5 0,662 0,663 0,664 0,663 1,234387 24
6 0,651 0,651 0,651 0,651 1,216415 25
7 0,648 0,648 0,648 0,648 1,211922 25
8 0,638 0,639 0,64 0,639 1,198442 25

1,4
y =0,6677x - 0,1612

12 R?=0,9999 /"
1

0,8
0,6
0,2

0 / . . . .

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Optik Yogunluk grafigi (280 nm)

Bovin serum albumin (mg/ml)

Grafik 1. Bovin Serum Albumine ait, 280 nm dalga boyunda 6l¢iilmiis optik
yogunluk grafigi (O.D.). Western blot total protein yiikleme hesaplamalarinda Grup 1,
2, 3 hasta ornekleri i¢in BSA ile olusturulmus standart yogunluk grafigi kullanilarak
olusturulmu
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3.3.  Western Blot Calismasi

3.3.1. HSP 70 ve p-Aktin Bant Goriintiilerinin Tablo Halinde Gosterilmesi

Tablo 7. Grupl,2,3 hastalarina ait Western Blot ¢alismasi sonucu elde edilen

HSP 70 ve B-Aktin poteinlerinin bant goriintiisii

e

Grup 1 HSP 70

Grup 2 HSP 70

Grup 3 HSP 70

Grup 1 B-Aktin

Grup 2 B-Aktin

Grup 3 B-Aktin

3.3.2. HSP 70 ve p-Aktin Proteinlerinin Bant Yogunluk Degerleri Tablosu ve

Grafiklendirilmesi

Tablo 8. Western Blot ¢alismasi sonucu elde edilen Grup1, Grup 2 ve Grup 3
hastalarina ait HSP 70 proteinin ImageJ programu ile ekspresyon seviyelerinin

analizine ait sayisal veriler gosterilmistir.

Grup3 | 90017 | 135016 108,224 | 99,370

HSP 70 1 2 3 4 5 6 7 8
Grup 1 133,115 | 131,632 | 122,217 | 133,190 | 126,191 | 130,384 | 122,603 | 123,693
Grup 2 99,628 | 107,969 | 140,967 | 116,075 | 129,217 | 128,058 | 135,889 | 124,055

135,966 | 116,532 | 114,378 | 100,381
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EGrup 1 HSP 70 133.115 131.632 122.217 133.190 126.191 130.384 122.603 123.693

Protein Bant Yogunlugu

Grafik 2. Grup 1, HSP 70 protein expresyon seviyelerinin tespiti i¢in, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri
ve grafiklendirilmesi.
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100.000

80.000

60.000

40.000

20.000
1 2 3 4 5 6 7 8

mGrup 2 HSP 70 99.628 107.969 140.967 116.075 129.217 128.058 135.889 124.055

Protein Bant Yogunlugu

o

Grafik 3. Grup 2, HSP 70 protein expresyon seviyelerinin tespiti igin, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri
ve grafiklendirilmesi.
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Grafik 4. Grup 3, HSP 70 protein expresyon seviyelerinin tespiti igin, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri

Protein Bant Yogunlugu

160.000
140.000
120.000
100.000
80.000
60.000
40.000

20.000

o

ve grafiklendirilmesi.

Tablo 9. Western Blot ¢alismast sonucu elde edilen Grupl, Grup 2 ve Grup 3
hastalarina ait B-Aktin proteinin ImageJ programi ile ekspresyon seviyelerinin

1 2 3 4 5 6 7 8

EGrup 3 HSP 70 90.017 135.016 108.224 99.370 135.966 116.532 114.378 100.381

analizine ait sayisal veriler gosterilmistir.

B-Aktin 1 2 3 4 5 6 7 8
Grup 1 130,415 | 109,890 | 114,098 | 126,720 | 115,881 | 120,944 | 111,068 | 115,710
Grup 2 99,030 | 105,637 | 114,867 | 108,932 | 107,288 | 111,323 | 114,977 | 116,130
Grup 3 126,365 | 148,071 | 143,982 | 135,429 | 159,616 | 160,393 | 149,832 | 143,358
140.000
= 120.000
o
=
= 100.000
o0
=
- 80.000
=
<
- 60.000
k=
S
S 40.000
A
20.000
0
1 2 3 4 5 6 7 8

B Grup 1 g-Aktin 130.415109.890 114.098 126.720 115.881 120.944 111.068 115.710

Grafik 5. Grup 1, B-Aktin protein expresyon seviyelerinin tespiti igin, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri

ve grafiklendirilmesi.
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B Grup 2 g-Aktin 1 99.030 105.637 114.867 108.932 107.288 111.323 114.977 116.130

Protein Bant Yogunlugu
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Grafik 6. Grup 2, B-Aktin protein expresyon seviyelerinin tespiti igin, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri
ve grafiklendirilmesi.
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®Grup 3 p-Aktin 126.365148.071 143.982 135.429 159.616 160.393 149.832 143.358

Protein Bant Yogunlugu

Grafik 7. Grup 3, B-Aktin protein expresyon seviyelerinin tespiti i¢in, Western
Blot sonucu elde edilen bant yogunluklarinin ImageJ programindaki analiz degerleri
ve grafiklendirilmesi.
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3.3.3. HSP 70 Proteini Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Tablo 10. Western Blot ¢alismasi sonucu elde edilen Grupl, Grup 2 ve Grup 3
hastalarina ait HSP 70 proteinin ImageJ programi ile ekspresyon seviyelerinin
analizinin sayisal degerleri, degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi gosterilmistir.

HSP STD
o0 1 2 3 4 5 6 7 8 ORT | (b
Grlu'o 133.115 | 131,632 | 122,217 | 133,190 | 126,191 | 130,384 | 122,603 | 123,693 | 127,878 | 4,725
Gg“p 99,628 | 107,969 | 140,967 | 116,075 | 129,217 | 128,058 | 135,889 | 124,055 | 122,732 | 14,009
Gg“p 90,017 | 135,016 | 108,224 | 99,370 | 135,966 | 116,532 | 114,378 | 100,381 | 112,486 | 16,563

150.000
140.000
130.000
120.000
110.000
100.000

90.000

Protein Bant Yogunlugu

80.000
70.000
60.000

Grup 1 HSP 70

Grup 2 HSP 70

Grup 3HSP 70

Grafik 8. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait HSP 70 proteininin ekspresyon
seviyelerinin ortalamasinin grafiklendirilmesi

3.3.4. B-Aktin Proteini Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Tablo 11. Western Blot ¢alismasi sonucu elde edilen Grupl, Grup 2 ve Grup 3
hastalarma ait HSP 70 proteinin Image] programi ile ekspresyon seviyelerinin
analizinin sayisal degerleri, degerlerin ortalamasi ve standart sapmasi gosterilmistir.

B-Aktin 1 2 3 4 5 6 7 8 ORT SS-II;I?
Grup 1 130,415 109,890 | 114,098 | 126,720 | 115,881 | 120,944 | 111,068 | 115,710 | 118,091 | 7,344
Grup 2 99,030 | 105,637 |114,867| 108,932 |107,288 | 111,323 | 114,977 | 116,130 | 109,773 | 5,797
Grup 3 126,365 | 148,071 | 143,982 | 135,429 | 159,616 | 160,393 | 149,832 | 143,358 | 145,881 | 11,463
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Grafik 9. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait f-AKktin proteininin ekspresyon
seviyelerinin ortalamasinin grafiklendirilmesi.

3.3.5. HSP 70 Proteininin B-Aktin proteini ile Normalizasyon ve Ortalama
Degerleri (HSP 70/ B-Aktin)

Tablo 12. Western Blot ¢alismasi sonucu elde edilen Grup 1-Grup 2 ve Grup 3
hastalaria ait HSP 70 proteinin B-Aktin proteinine gore normalize edilmesi sonucu
elde edilen eskpresyon seviyelerinin sayisal degerleri, degerlerin ortalamasi ve
standart sapma

HSP 70/ STD
BAKtin 1 2 3 4 5 6 7 8 | ORT | Lo

Grupl | 1,021 | 1,198 | 1,071 | 1,051 | 1,089 | 1,078 | 1,104 | 1,069 | 1,083 | 0,643
Grup2 | 1006 | 1,022 | 1,227 | 1,066 | 1,204 | 1,150 | 1,182 | 1,068 | 1,118 | 2,417
Grup3 | 0712 | 0912 | 0,752 | 0,734 | 0,852 | 0,727 | 0,763 | 0,700 | 0,771 | 1,445
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Grafik 10. Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait HSP 70 proteininin B-Aktin
proteini ile normalizasyon (HSP 70/ B-Aktin ) degerlerinin ortalamasinin ekspresyon
seviyelerinin grafiklendirilmesi.
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3.3.6. HSP 70 ve B-Aktin proteinlerinin ve Normalizasyon islemine ait SPSS
analiz verileri

T-Test HSP 70

Paired Samples Statistics

Mean N Std. Deviation Std. Error Mean
Pair1 G1 1278781 8 472454 1,67038
G2 1227323 8 14,00944 4,95308
Pair2 G1 1278781 8 472454 1,67038
G3 1124855 8 16,56348 5,85607
Par3 G2 1227323 8 14,00944 495308
G3 112,4855 8 16,56348 5,85607
Paired Samples Correlations
Significance
N Correlation One-Sidedp Two-Sided p
Par1 G1&G2 8 -836 ,005 010
Pair2 G1&G3 8 -123 386 A712
Pair3 G2&G3 8 233 ,289 578
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Difference
Mean Std. Deviation Std. Error Mean Lower Upper
Par1 G1-G2 514588 18,14693 641591 -10,02534 20,31709
Pair2 G1-G3 1539262 17,77458 6,28426 53270 30,25255
Pair3 G2-G3 10,24675 19,03637 6,73037 -5,66806 26,16156
Paired Samples Test
Significance
t df One-Sided p Two-Sided p
Pair1 G1-G2 ,802 7 224 449
[Pair2 G1-G3 2449 7 022 044 |
Pair3 G2-G3 1522 7 ,086 72

Resim 4. HSP 70 protein detayl t-Test sonuglari
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T-Test Beta Actin

Paired Samples Statistics

Mean N Std. Deviation  Std. Error Mean
Par1 G1 ~ 118,0908 8 7,34416 259655
G2 1097730 8 579711 2,04959
Pair2 Gl 1180908 8 134416 2,59655
G3 1458808 8 11,46264 4,05266
Pair3 G2  109,7730 8 579711 2,04959
G3 145,8808 8 11,46264 4,05266
Paired Samples Correlations
Significance
N Correlation One-Sidedp Two-Sided p
Pairt G1&G2 8 -563 073 146
Pair2 G1&G3 8| -997 059 .18
Par3 G2&G3 8 414 154 308
Paired Samples Test
Paired Differences
95% Confidence Interval of the
Difference
Mean Std. Deviation  Std. Error Mean Lower Upper
Par1 G1-G2 831775 11,64039 4,11550 -1,41386 18,04936
Pair2 G1-G3 -27,79000  16,90669 597742 4192434 -13,65566
Pair3 G2-G3 -36,10775 10,48661 3,70758 -44 87478 -27,34072
Paired Samples Test
Significance
t df One-Sidedp Two-Sided p
Pair1 G1-G2 2,021 ,041 ,083
Pair2 G1-G3 4649 7| 001 ,002
Pair3 G2-G3 -9,739 7 <,001 <,001

Resim 5. Beta Aktin protein detayli t-Test sonuglari
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T-Test HSP 70/Beta Actin Normalize

Paired Samples Statistics

Mean N Std. Deviation Std. Error Mean

Par1 G1 1,0851 8 05196 01837
G2 1,1156 8 08562 03027

Pair2 Gi 1,0851 8 05196 01837
G3 7690 8 07432 ,02628

Pair3 G2 1,1156 8 ,08562 03027
G3 ,7690 8 07432 ,02628

Paired Samples Correlations

Significance
N Correlation One-Sidedp Two-Sided p
Par1 G1&G2 8 -042 461 922
Pair2 G1&G3 8| 845 004 008
Par3 G2&G3 8 ,033 469 938

Paired Samples Test

Paired Differences
95% Confidence Interval of the

Difference
Mean Std. Deviation  Std. Error Mean Lower Upper
Par1 G1-G2  -03050 10199 03606 - 11577 ,05477
Pair2 G1-G3 31613 04116 01455 28171 ,35054
Par3 G2-G3 ,34662 11149 03942 25342 43983

Paired Samples Test

Significance
t df One-Sidedp Two-Sided p
Pair1 G1-G2 -,846 7 213 426
Par2 G1-G3 21,724 7 | <001 <,001
Par3d G2-G3 8,794 7 <,001 <,001

Resim 6. HSP 70/Beta Aktin Proteinleri Normalize detayli t-Test sonuglari
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DORDUNCU BOLUM

TARTISMA

Bu calismamda asagida oOzellikleri belirtilen hastalarin onamlar1 alindiktan
sonra kiiretaj materyalinden 2 cc’lik bir 6rnek alinmistir.

J Gebelik dis1 anormal uterin kanama nedeniyle tedavi ve tetkik amaclh
endometrial 6rnekleme Onerilen hastalar

. Gebeligi kendi istegi ile sonlandirmak istedigi i¢in kiiretaj olan hastalar

. Missed abortus ya da gebelik tahliye istemi tanilariyla servise yatirilmis
olan ve calisma kriterlerini tasiyan hastalar

Calisma metoduna gore Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 olarak siniflandirilmistir. Bu
gruplarin 6zellikleri asagidaki gibidir.

o Grup 1: Saglikli, gebe olmayanlar grubu (gebelik dis1 anormal uterin
kanama nedeniyle tedavi ve tetkik amacli endometrial 6rnekleme Onerilen hastalar)

o Grup 2: Saglikli gebeler grubu ( gebeligi kendi istegi ile sonlandirmak
istedigi kiiretaj olan hastalar)

o Grup 3: Tekrarlayan gebelik kayiplari grubu (en az 2. kez missed
abortus nedeniyle kiiretaj islemi uygulanan hastalar)

Grup 2 ve 3’ten diisilk materyalleri, Grup 1’den endometriyal biyopsi
alinmustir.

Alinan 6rnekler ile Western Blott ¢alismasi yapilarak HSP 70 ve Beta Aktin
proteinlerinin ekspresyon seviyelerine ayri ayri bakilarak normalizasyon islemi
geceklestirilmistir.

Calismamizi 5 Ana baglik altinda degerlendirebiliriz;

4.1  Total Protein Assay Calismasi

Total Protein Assay calismasinda 6zellikle Bradford protein assay reagent
kullanildi. Belirli oranda (5 pl Siipernatan ve 45 pl Distile su) 6rnekler hazirlanarak
iizerine Bradford protein assay reagent eklenmistir. Orneklerin absorbans dl¢iimlerine
gecilmeden Once Standart Grafigi elde edildi. Bu grafikte protein konsantrasyon ve
abzornbas degerleri bulunmaktadir. Standart Grafigi olusturulurken 5 ml BSA (0,01
gr toplam) 2 mg/ml kullanildi ve 2-1-0,5-0,25 mg/ml o6l¢iileri dikkate alindi.

Sonrasinda her bir 6rnek i¢in 280 nm dalga boyunda abzorbans Sl¢liimii yapildi. Her
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bir gruptaki 6rnegin 30 pg total protein i¢in yiikleme yapilacak miktar belirlenmis oldu

ve bu degerler baz alinarak jel iizerindeki kuyucuklara yiikleme iglemi yapildu.

4.2. Commassie Blue Boyama Calismasi

Coomassie mavisi, R250 veya G250 gibi cesitli formlarda, proteinlerin
boyanmasi i¢in yaygin olarak kullanilan bir isaretleyicidir. Bu boyalar proteinlerle
kimyasal olarak reaksiyona girmez ve sadece kovalent olmayan kompleksler olusturur.
Her ne kadar bu etkilesimin Oncelikle iyonik oldugu disiliniilse de, baglanma
muhtemelen protein iizerindeki ana gruplar araciligiyla polar olmayan van der Waals
kuvvetleriyle meydana gelir. Bu nedenle boya tiim proteinlere esit sekilde baglanmaz
(Bradford 1976). Caligmamizda 6zellikle Commassie Blue boyasini kullanmamizin
amaci diger boya tiplerine gore daha hassas bir baglanma gergeklestirmesidir (Tal ve
ark. 1985). Calisma sonunda elde edilen goriintiide proteinlerin kantitatif olarak

Olctimleri yapilmastir.

4.3.  Western Blot Calismasi

Bu ¢alismada Western Blot yontemini kullandik. Bu yontem ilgili doku, kan,
hiicre vs gibi c¢esitli Orneklerdeki proteinlerin belirli yiizdelikte olusturulan jele
yiiklenerek elektriksel ortamda molekiiler agirliklarina gore ayristirilmasi islemidir.
Her bir gruptaki 6rneklerin HSP 70 ve Beta Aktin proteinleri molekiiler agirliklarina
gore ayrilmistir. Bu proteinlerin molekiiler agirliklarina gore ayrilmasi isleminden
sonra bant goriintiileri elde edilmistir. Bu goriintiiler Image-J programinda taranarak
ekspresyon seviyelerinin sayisal olarak verileri elde edilmis olup ardindan elde edilen

veriler ile grafiklendirme islemeleri yapilmistir.

4.4.  Grafiklendirme, Normalizasyon ve Analizler

4.4.1. HSP 70 Proteini Grafiklendirme ve Analiz

Calismamizda Image-J programinda taranan HSP 70 protein bant
goriintiilerinin  ekspresyon seviyelerinin sayisal olarak elde edilen verilerinin
grafiklendirme islemleri yapilmistir. Bulgular kismindaki Grafik 2, Grafik 3 ve Grafik
4’te bu yapilan islemler gosterilmistir. Grafik 2 Grup 1 hastalarina ait veriler ile, Grafik

3 Grup 2 hastalarina ait veriler ile ve Grafik 4 ise Grup 3 hastalarimin verileri ile
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olusturulmustur. Sonrasinda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait ekspresyon
seviyelerinin her bir gruba ait ortalama degerleri hesaplanmistir. Bu degerler ile Grafik
8 elde edilmistir. Grafik 8’e bakildiginda HSP 70 proteininin Grup 3 hastalarindaki
ekspresyon seviyesinde Grup 1 ve Grup 2’ye goére azalma meydana geldigi
gbzlemlenmistir. Grup 1-Grup 2, Grup 1-Grup 3 ve Grup 2-Grup 3 arasinda yapilan
istatistiksel analizlerde sadece Grupl ila Grup3 arasinda istatistiksel olarak (p<0,05)
anlamlilik bulunmustur. Diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamlilik

bulunamamustir.

4.4.2. Beta Aktin Proteini Grafiklendirme ve Analiz

Calismamizda Image-J programinda taranan Beta Aktin protein bant
goriintiilerinin ekspresyon seviyelerinin sayisal olarak elde edilen verilerinin
grafiklendirme iglemleri yapilmistir. Bulgular kismindaki Grafik 5, Grafik 6 ve Grafik
7 de bu yapilan iglemler gosterilmistir. Grafik 5 Grup 1 hastalarina ait veriler ile,
Grafik 6 Grup 2 hastalarina ait veriler ile ve Grafik 7 ise Grup 3 hastalarinin verileri
ile olusturulmustur. Sonrasinda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait ekspresyon
seviyelerinin her bir gruba ait ortalama degerleri hesaplanmistir. Bu degerler ile Grafik
9 elde edilmistir. Grafik 9’a bakildiginda Beta Aktin proteinin Grup 3 hastalarindaki
ekspresyon seviyesinde Grup 1 ve Grup 2’ye gore artis meydana geldigi
gozlemlenmistir. Grup 1-Grup 2, Grup 1-Grup 3 ve Grup 2-Grup 3 arasinda yapilan
istatistiksel analizler sonucunda Grup 1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda

istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik bulunmustur.

4.4.3. Normalizasyon ve Analiz

HSP 70 ile Beta Aktin proteini ile normalizasyon islemi yapilmistir (HSP
70/Beta Aktin). Bu yapilan islem sonucu Grafik 10 elde edilmistir. Grafik 10’a
bakildiginda Grup 3 hastalarinda Grup 1 ve Grup 2 hastalarina gore HSP 70/Beta Aktin
ekspresyon seviyesinde bir azalma gdzlemlenmektedir. Grup 1-Grup 2, Grup 1-Grup
3 ve Grup 2-Grup 3 arasinda yapilan analizler sonucunda Grupl ile Grup 3 ve Grup 2

ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik bulunmustur.
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4.5.  Verilerin Yorumlanmasi ve Literatiir ile Karsilastirilmasi

45.1. HSP 70 Protein Verilerinin Yorumlanmasi ve Literatiir ile
Karsilastirilmasi

HSP 70 proteinin ekspresyon seviyelerinin ortalamasinin alinarak olusturulan
Grafik 8’e bakildiginda Grup 3 hastalarinin Grup 1 ve Grup 2 hastalarina gore protein
ekspresyon seviyesinde diisiik oldugu gozlemlenmistir. Istatistiksel olarak ta yapilan
analiz neticesinde Grup 1-Grup 3 arasinda istatistiksel anlamlilik (p<0,05) bulunurken
Grup 1-Grup 2 ve Grup 2-Grup 3 arasinda anlamlilik (p>0,05) bulunamamaistir.
Literatiir taramasi1 yapildiginda; <’Preeklampsili Insan Plasentasinin Proteomik Analizi
ve Normal Gebelik’’ konulu ¢alismada HSP 70 proteininin Normal gebelik yapan
hastalara gore Preeklampsili hastalarda ekspresyon seviyesinde bir azalma oldugu
bulunmustur (Yang ve ark. 2015). Yapilan baska bir ¢alismada ise Desidual
makrofajlarin (dMs) islev bozuklugu tekrarlayan gebelik kaybi ile yakinda iligkili
bulunmustur. Bu ¢alismada HSP 70 ekspresyon seviyesi kontrol grubuna tekrarlayan
gebelik kaybi olan hastalarda diistiigii gozlemlenmistir (Yang ve ark. 2023). Baska bir
calismada ise ektopik gebelik yasayan hastalardan alinan materyal iizerinden yapilan
caligmada ise HSP 70 seviyesinde artis gozlemlenmistir (Yildiz ve ark. 2022).
Preeklampsi hastalar1 {izerinde yapilan diger bir ¢aligma sonucunda ise HSP 70
ekspresyon seviyesinde artis gozlemlenmistir (Abdulsid ve ark. 2013). Farkli bir
calismada ise normal gebelik ile ilk trimesterda diisiik yapan hastlarda HSP90 ve HSP
70 protein ekspresyonlart karsilastirilmigtir ve ilk trimesterda diisiik yapan hastalarda
normal hastalara gore HSP 70 ve HSP 90 proteinlerinin ekspresyon seviyelerinde artis
meydana geldigi saptanmistir (Sotiriou ve ark. 2004). Bizim ¢aligmamizda ise art arda
3 ve daha fazla diislik yapan hastalarin HSP 70 protein seviyesinde diger grup hastalara
gore ciddi derecede diisiis meydana geldigi gozlemlenmistir. HSP 70 proteininin
kontrol grubuna gore diger gruplarda daha az eksprese olmasi, 1s1 sok proteinlerinin

eksikliginin gebelik kaybinin etiyolojik nedenlerinden biri olabilecegini gdsterebilir.

45.2. Beta Aktin Protein Verilerinin Yorumlanmasi ve Literatiir ile

Karsilastirilmasi

Beta Aktin proteinin ekspresyon seviyelerinin ortalamasinin alinarak

olusturulan Grafik 9’a bakildiginda Grup 3 hastalarinin Grup 1 ve Grup 2 hastalarina
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gdre protein ekspresyon seviyesinde artis oldugu gozlemlenmistir. Istatistiksel olarak
ta yapilan analiz neticesinde Grup 1-Grup 3 ve Grup 2-Grup 3 arasinda istatistiksel
anlamlilik (p<0,05) bulunurken Grup 1-Grup 2 arasinda anlamlilik bulunamamustir.
Literatiire bakildiginda, yapilan bir ¢alismada precklampsi hastalarinin Beta Aktin
protein ekspresyon seviyesi kontrol grubuna goére artmis olarak bulunmustur (Wang
ve ark. 2020). Diger bir ¢alismada, Beta Aktin proteininin ekspresyon seviyesinde,
ozellikle tekrarlayan gebelik kaybi yasayan hastalarda normal gebelik yasayan
hastalara gore artis oldugu gozlemlenmistir (Gharesi-Fard ve ark. 2014). Bizim
bulgularimiz da literatiirdeki beta aktin seviyesindeki artis1 destekler nitelikte olup
gebelik kaybindaki meydana gelen bir takim fizyolojik olaylar sonucunda beta aktin

ekspresyon seviyesinin arttig1 anlagilmaktadir.

4.5.3. Normalizasyon Verilerinin Yorumlanmasi

HSP 70 proteini ve Beta Aktin proteini arasinda bir normalizasyon islemi
yapilmistir. HSP 70 ve Beta Aktin proteinlerinin gruplardaki ortalama ekspresyon
seviyelerinin degerleri kullanilmigtir. HSP 70 proteinine ait olan degerler Beta Aktin
protein degerlerine ait veriler ile boliinerek yeni bir deger elde edilmistir. Bu deger her
bir grup i¢in tek tek hesaplanmistir. Hesaplanan bu degerler ile gruplar arasi
istatistiksel bir analiz yapilmistir. Grup 1 — Grup 3 ve Grup 2 — Grup 3 arasinda
anlamlilik varken (p<0,05), Grup 1 — Grup 2 arasinda bir anlamlilik bulunamamustir.
Beta Aktin proteini protein ekspresyon seviyesi normalizasyonu i¢in en sik kullanilan
referans proteinlerden biri olup, calismamizda da tercih edilmistir. HSP 70 proteini ti¢
veya daha fazla diisiik yapan kadinlarda diisiik seviyede eksprese olmustur. Viicutta
yasanan bu ve buna benzer bir takim fizyolojik olaylar neticesinde protein yapilarinda
bozukluklari meydana gelebilmektedir. Bu ekspresyon seviyesindeki diisiikliik gebelik
kaybindaki meydana gelen bir takim fizyolojik olaylar neticesinde protein seviyesinde
yasanan bozukluklardan kaynakli oldugu diisiiniilebilir. Yapilan literatiir
taramalarinda ¢aligmamiza benzer hasta 6rnek gruplarini iceren birebir bir ¢alisma

olmadig1 bulunmustur ve bu durum ¢alismamizin 6zgilinliiglinii arttirmaktadar.
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Yapilan bu ¢calismada Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 hastalarina ait 6rneklerde Total
protein Ol¢timii (Spektrofotometrik 6l¢iim), Commesie Blue ile boyama, Western Blot
calismas1 ve Istatistiksel Analizler (SPSS) yapilmistir. Total protein dl¢iimii ile
Western Blot basamaginda ilgili jelin kuyucuguna ne kadar hacimde 6rnek yiiklemesi
yapilacagi hesaplanmistir. Commesie Blue ile boyamada proteinlerin kantitatif analizi
yapilmistir. Western Blott calismasi ile HSP 70 ve Beta Aktin proteinlerinin
ekspresyon seviyelerine bakilmigtir. Son olarak elde edilen veriler istatistiksel olarak
anlamlandirilmistir. Western Blott ¢alismast ile Grup 1 ve Grup 2’ye gore Grup 3
hastalarinda HSP 70 ekpsresyon seviyesi diisiis gosterirken Beta Aktin seviyesinde bir
artig meydan gelmistir. Sonrasinda yapilan normalizasyon (HSP 70/Beta Aktin) islemi
sonucunda Grup 1 ve Grup 2’ye gore Grup 3’te ekspresyon seviyesinde bir azalma
gozlemlenmistir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gore;

HSP 70 ekpresyon seviyesinde Grup 1 ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak
(p<0,05) anlamlilik bulunurken, Grup 1 ile Grup 2 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda
anlamlilik bulunamamustir. Beta Aktin ekpresyon seviyesinde Grup 1 ile Grup 3 ve
Grup 2 ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik bulunurken, Grup 1
ile Grup 2 arasinda anlamlilik bulunamamistir. Normalizasyon islemi sonucunda Grup
1 ile Grup 3 ve Grup 2 ile Grup 3 arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) anlamlilik
bulunurken, Grup 1 ile Grup 2 arasinda anlamlilik bulunamamustir.

Istatistiksel olarak anlamliklarin oldugu veriler asagidaki gibidir;

Paired Samples Test

HSP 70
Significance
t df One-Sided p  Two-Sided p
Parr1 G1-G2 8602 7 224 449
[Pair2 G1-G3 2 449 7 022 044 |
Pair3 G2-G3 1,522 7 086 72

Resim 7. HSP 70 protein t-Test sonuglart anlamlilik degerleri
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Paired Samples Test

BETAACTIN
Significance
t df One-Sided p  Two-Sided p
Pair1 G1-G2 2,021 7 041 083

Pair2 G1-G3 7 ,001

Par3d G2-G3 7 <,001

Resim 8. Beta-Aktin protein t-Test sonuglar1 anlamlilik degerleri

, ) Paired Samples Test
HSP 70/Beta Actin Normalize

Significance

t df One-Sided p  Two-Sided p
Pair1 G1-G2 -,846 7 213 A26

ar2 G1-G3 21,724 7 <,001 <,001
ar3 G2-G3 8,794 7 <,001 <.001

Resim 9. HSP 70/Beta Aktin Proteinleri Normalize t-Test sonuglari
anlamlilik degerleri

Calismamizda Grup 1, Grup 2 ve Grup 3 lizerinde gergeklestirilen analizler,
belirtildigi gibi protein ekspresyon seviyelerindeki farkliliklarin bir fizyolojik siirecin
belirtisi olabilecegini gdstermektedir. Bu fizyolojik siireglerin yaganmasi sonucunda
hastalik gruplarinda protein seviyelerinde belirgin farkliliklar g6zlemlenmistir.
Tekrarlayan gebelik kayiplarinda, HSP 70 protein seviyelerinde bir azalma ve Beta
Aktin protein seviyelerinde bir artis oldugu gozlemlenmistir. Yapilan istatistiksel
analizler, tekrarlayan gebelik grubuna ait hastalarda anlamli sonuglar ortaya
koymustur. Hem HSP 70 hem de Beta aktin proteininin fizyolojik siiregteki rolleri goz
oniinde bulunduruldugunda g¢alisma sonuclarindan elde edilen veriler bu hastalik
siirecinde protein seviyesindeki meydana gelebilecek degisiklikleri gosteriyor olabilir.
Bu bulgular, stres faktorlerine karsi hiicresel savunmada 6nemli role sahip olan 1s1 sok
proteinlerinin  eksikliginin tekrarlayan gebelik kayiplarinin etiyolojik nedeni
olabilecegi oOngoriilmektedir. Yasamsal bir dneme sahip olan beta aktin protein
seviyesindeki artis ise fizyolojik bir savunma mekanizmasi olarak degerlendirilebilir.

Literatiir incelemesi yapildiginda ¢alismamizda kullanilan hasta gruplarinin
diisiik materyallerinde 1s1 sok protein ekspresyon analizlerine ait ¢alisma

bulunmadigindan, bu ¢alismanin TGK konusunda o6zgiin bir calisma oldugu
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goriilmektedir. Bu c¢alisma sonunda elde edilecek molekiiler diizeydeki veriler
problemin molekiiler temellerinin aydinlatilmasina, tekrarlayan gebelik kayiplarinin

¢Oziimiine ve farkli tedavi metotlarinin gelistirilmesine yardimci olacaktir.
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