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POSTPARTUM DONEMDE SICAN UTERUSUNDA TOLL-LIKE RESEPTORLER VE
BETA DEFENSINLER
OZET

Bu arastirma, patojeni taniyan reseptorler ailesine ait olan Toll-like reseptér 1-10’un ve
viicudun dogal antimikrobiyalleri olarak tanimlanan B-Defensin 1-4’iin postpartum 1., 3.,
5., 10., 15. giinlerde ve diostriis donemindeki sican uterusunda yerlesimi ile miktarlarinda
olusabilecek degisimleri immunohistokimyasal ve western blot analizleri ile ortaya koymak
amactyla yapildi. Calismada toplam 30 disi si¢an kullanildi. TLR1-10 ve B-defensin 1-4’lin
sican uterusunda luminal ve bez epitelinde, baz1 stromal hiicrelerde, mast hiicrelerinde,
miyometriyumdaki diiz kas hiicrelerinde, damar endoteli ile mezotel hiicrelerinde eksprese
oldugu ve bu hiicrelerin membran, sitoplazma veya cekirdeklerinde yerlestigi gozlendi.
Diostriisin TLR1 ve TLR9 icin postpartum 1. giinden, TLR1, TLR3-7 ve TLRY icin
postpartum 3. ve 5. giinlerden, TLR1, TLR4-7, TLRY icin postpartum 10. giinden, TLR1,
TLR4, TLR7 i¢in ise postpartum 15. giinden farkli oldugu saptandi (P<0.05). Ayrica
postpartum 1. giinde TLR1, TLR4 ve TLR6’nin protein degerlerinin postpartum 3. ve 5.
giinlerdeki degerlerden farkli oldugu gozlendi (P<0.05). B-defensin 1 immunoreaktivitesi
sadece damarlarda olmak iizere didstriisde postpartum 1., 3., 5. giinlerdekinden farkliyd:
(P<0.05). pB-defensin 2 immunoreaktivitesi karsilagtirildiginda stromal hiicrelerde
postpartum 1. giin ile didstriis ve postpartum diger giinler arasindaki farkhiliklar anlamh
bulundu (P<0.05). B-defensin 3 immunoreaktivitelerinin ise uterusun luminal epitelinde
postpartum 3. giin ile postpartum 5., 10., 15. giinlerden farkli oldugu belirlendi (P<0.05).
B-defensin 4 immunoreaktivitesi degerlendirildiginde ise luminal epiteldeki reaktivitenin
postpartum 3. giin ile postpartum 5., 10. ve 15. giinler arasinda dnemli oranda farkli oldugu
tespit edildi (P<0.05). Diostriisde stromal hiicrelerdeki B-defensin 4 immunoreaktivitesinin
postpartum donemin tiim giinlerinden farkh oldugu saptand: (P<0.05). Sonug¢ olarak tiim
bulgularin 15181nda TLR1-10‘nun ve B-defensin 1-4’tin involiisyon dénemindeki uterusun
cogu bileseninde ekprese oldugu, ancak bunlarin ekspresyonlarinin lokalize olduklar
hiicreye ve involiisyon siirecine bagh olarak degistigi saptanmis olup, bu molekiillerin
involiisyon siirecindeki uterusu olasit enfeksiyonlardan korumak amaciyla organize bir
savunma olusturduklari ileri siiriilebilir.

Anahtar kelimeler: -defensin, sican, Toll-like reseptorler, uterus, western blot
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TOLL-LIKE RECEPTORS AND BETA DEFENCINS
IN RAT UTERUS IN POSTPARTUM PERIOD
ABSTRACT
This study was conducted to demonstrate the possible changes in proportions and

localization of Toll-like receptors 1-10 belonging to pathogen recognition receptors family
and B- defensin 1-4 known as natural antimicrobial of the body at 1st, 3th, 5th, 10th and
15th days of postpartum and at the period of diestrus rat uterus using immunohistochemical
and western blotting techniques. In the study, 30 female rats were totally used. It was
observed that TLR1-10 and B-defensin 1-4 localized to the membrane, cytoplasm snd
nuclei in the luminal and glandular epithelium, some stromal cells, mast cells, muscle cells
in the myometrium as well as and the endothelium of blood vessel and mesothelial cells in
rat uterus. It was determined that diestrus was different for TLR1 and TLRO at 1th day of
postpartum, for TLR1, TLR4-7 and TLRY at 10th day of postpartum, and for the TLRI,
TLR4 and TLR7 at 15th day of postpartum (P<0.05). Additionally, it was determined that
protein values of TLRI1, TLR4 and TLR6 at 1Ist day of postpartum were different from
those at 3th and 5th days of postpartum (P<0.05). B-defensin 1 immunoreactivity was
different from that at 1., 3. and 5. days postpartum on the way only blood vessels during
diestrus (P<0.05). When B-defensin 2 immunoreactivity was compared, it was determined
that differences among the Ist day of postpartum, dieustrus and the other days of
postpartum were meaningful (P<0.05). Immunoreactivitiy for B-defensin 3 was identified
that the 3th days of postpartum was different from the 5th, 10th and 15th days of
postpartum in luminal epithelium of uterus (P<0.05). When immunoreactivity for -
defensin 4 was evaluated, it was determined that reactivity in the luminal epithelium was
remarkably different between the 3th day of postpartum and 5th, 10th and 15th days of
postpartum (P<0.05). Immunoreactivity for B-defensin 4 in the stromal cells in diestrus
differed from all days of postpartum period. Consequently, it was determined that TLR1-10
and B-defensin 1-4 were expressed in the most component of uterus, but these expressions
were determined to be changed depending to cells in which they localized and duration of
involution, it might be asserted that these molecules constitute a organised protection to
prevent uterus from probable infections at duration of involution.

Key words: B-defensin, rat, Toll-like receptors, uterus, western blotting
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1. GIRIS VE AMAC

Postpartum donem (postparturient veya puerperal donem) dogumun tamamlanmasindan
sonra genital organlarin anatomik, histolojik ve fonksiyonel bakimdan gebelik Oncesi
durumuna donmesi olarak tanimlanir (1). Postpartum donem, fertilitenin siirekliligi
yoniinden olduk¢a oOnemlidir. Dogumdan sonra genital organlar gebelik Oncesi
durumlarima donerken birtakim fizyolojik olaylar meydana gelir. Bunlar; genital
organlarin involiisyonu, endometriyum'un rejenerasyonu, uterustaki bakteriyel
kontaminasyonun eliminasyonu ve ovaryumlarin siklik aktivitelerinin yeniden
baslamas1 agamalarindan olusur. Dogumdan sonra uterus’un gebelik 6ncesi hacmine ve
fonksiyonuna donmesine uterus involiisyonu denir. Involiisyon, gebeligin oldugu
kornunun gebeligin olmadig1 kornuya c¢ok yakin Olciilere donmesi, pelvik catidaki
normal yerine gelmesi, normal tonusunu ve igerigini tekrar kazanmasi olarak diisiiniiliir
(2). Dogumdan sonra ekstraselliiler matriksin 6zellikle de kollajenin par¢alanmasindan
dolay1 invole olan uterus hacminde hizl bir diisiis gerceklesir (3). Uterusdaki hiicrelerin
apoptozisi, notrofil graniilosit girisi, lipaz, karbonhidraz, proteaz, niikleaz gibi yikici
enzimlerin salgilanmasi ve hiicre dokiintiilerinin fagositozu olaylarimi igine alan
involiisyon, doku kayb1 ve doku rejenerasyonu olmak iizere iki asamada gerceklesir.
Uterus involiisyonunda apoptozisde artis1 takiben proteaz ekspresyonunda da artis olur
(4). Meme ve uterus involiisyonundaki ilk asamada, oksidatif stresin (5) neden oldugu
oksidant yaralanmaya karsi hiicrelerin toplanmasmi uyaran siilfath glikoprotein-2,
[Sulphated Glycoprotein-2, SGP-2; clusterin (apolipoprotein olarak da adlandirilir)],

metalloproteinaz  aktivitesine (6) kars1  metalloproteinaz  doku  inhibitorii



(Metalloproteinase Tissue Inhibitor, TIMP) ve siiper indiiklenebilir protein 24 (Super
Inducible Protein 24, SIP24)/uterocalin ekspresyonu artar. Dogum sonrasi 1-6. giinler
arasinda uterusun yas doku agwhigr 8 kat azalir. Bu azalma uterusun hiicresel
icerigindeki azalistan kaynaklanir (4). Apoptozis ve doku yikimim i¢ine alan doku
rejenerasyonu dogal immun yaniti aktive eden sinyallerin iiretimine neden olur.
Uterusun  involiisyon  siirecini  miyometriyal ~ kontraksiyonlar,  bakteriyel
kontaminasyonunun eliminasyonu ve endometriyumun rejenerasyonu etkiler.
Ovaryumdan salgilanan 0strojen ve progesteron, tavsan uterus epitelinde proliferasyona
ve apopitozisin azalmasina neden olurken (7), siganda her iki hormon seviyesinin
azaldig1 postpartum birinci giinde uterus epitel hiicrelerinde apopitozisin varligi, bir
diger faktoriin apopitozise neden oldugu sonucunu ortaya ¢ikarmistir (8).

Postpartum uterus enfeksiyonu (metritis) ve siitten kesilme sonrast meme enfeksiyonu
(mastitis), baslica disi lireme sistemi hastaliklaridir. Bu dokularin mikrorganizmalara
kars1 duyarlilig1 iireme doneminde en yiiksek seviyeye ulasir ve invole olan dokularin
ortami mikroorganizmalarin gelismesi i¢in zengin bir besin kaynagidir. Bu nedenle
Ozellikle involiisyon periyodunda bu dokularin mikrobiyal enfeksiyonla savasma
kapasitelerini artirmasi beklenir (4). Gebelik siiresince serviks miikdz bir tipa ile kapali
oldugundan uterus lumeni bakteriyel kontaminasyondan korunur. Ancak, uterusu
koruyan bu fiziksel bariyer dogum sirasinda ortadan kalkar. Yavrunun dogumunu
takiben olusan negatif basing nedeniyle gaita ve ¢evredeki mikroorganizmalar kolayca
uterusa girerler (9). Gebelik siiresince uterus anaerob bir ortam olmasina ragmen
sterildir; postpartum donemde ise nekrotik doku, hiicre dokiintiileri, fétal sivilar ve kan,
bakteriler i¢in uygun iireme ortamu olustururlar. Genital sistemde basarili bir
fertilizasyon, implantasyon ve gebeligin gerceklesebilmesi, ovidukt ve uterusdaki
savunma mekanizmalar: ile vaginada yerlesik bakteri varliginin dengede tutulmasina
baghdir. Uterus mukozasi (endometriyum) cinsiyet hormonlarmin etkisi altinda yapisal
degisimlere ugrayan tek mukozadir. Uterus mukozasini 6rten epitel uterusda enfeksiyoz
ajanlar, spermiyum ve embriyo bulundugu sirada kesintiye ugramayan tek bariyerdir ve
Ozellesmis reseptorlerle donatilmistir. Epitelin altindaki stroma ise hormonlara bagli
siklik degisiklikler ve gebelik sirasmnda gecici degisimler gosteren immun sistem
hiicreleri igerir. Dolayisiyla uterus endometriyumu uterus enfeksiyonlarina karsi
korumay1 saglayan 6nemli bir dogal immun savunma yeridir (10). Disi genital sistemde,

dogal immun sistem esas olarak anatomik, fizyolojik, fagositik ve yangisal savunma



hatlariyla uterusun bakteriyal kontaminasyonunun onlenmesinden sorumludur. Vulva,
vestibul, vagina ve serviks, genital kanalin iist boliimlerini bakterilere karsi1 koruyan
fiziksel bir bariyer olusturur. Ozellikle 6strus doneminde vagina ve serviks tarafindan
salgilanan bol miktardaki mukus fizyolojik bir bariyer sekillendirir. Yangisal bariyer;
laktoferrin, defensinler ve akut faz proteinleri gibi spesifik olmayan savunma
molekiilleri tarafindan olusturulur. Fagositik bariyer ise, bakteriyal saldiriya karsi
notrofil graniilositlerin invazyonu ile saglanir. Notrofil graniilositler periferal kandan
uterus lumenine ilk olarak go¢ eden, bakterileri 6ldiiren ve irin olusumuna katilan en
onemli fagositik hiicrelerdir (11). Aym1 zamanda notrofil graniilositler; lizozim,
laktoferrin, a-defensin, katelisidin, elafin, kofaktor baglayici protein, nikotinamid
adenin diniikleotid fosfat (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, NADPH)
oksidaz sistem, notral serin proteaz, miyeloperoksidaz (Myeloperoxidase, MPO) ve
kalprotektin kompleks gibi ¢ok sayida antimikrobiyal komponentler icerir (12, 13).
MPO, fagositik demir-iceren bir enzimdir ve fagositlerde eksprese edilir.
Fagolizozomlarda bol miktarda bulunan bu enzim 0zellikle notrofil graniilositlerin
azurofilik graniillerinde lokalize olmustur. Ayn1 zamanda kollejenaz ve jelatinaz olarak
da faaliyet gosterir (14). Dolayisiyla involiisyon doneminde olusan kollajenler MPO
sayesinde yikimlanir. Benzer olarak makrofajlar da uterusda immun yanitin
olusturulmasinda 6nemli rol oynarlar. Yangisal bariyer olarak islev gdren antimikrobiyal
peptidler non-spesifik savunma molekiilleri (11) ile mikroorganizmalarin gelismesini
inhibe etme kapasitelerine gore siniflandirilan kiiciik katyonik polipeptidlerdir. Dogal
immunitenin efektorleri olarak antimikrobiyal peptidler, bakteri, mantar ve viruslari
direkt olarak oldiirtirler. Ayn1 zamanda bu peptidler, hiicresel ve edinsel immunitenin
aktif mekanizmalarin1 ve lokal inflamatorik yaniti degistirirler. Antimikrobiyal
peptidler, 12 ild 100 amino asitten olusurlar, pozitif yiikliidiirler ve amfifilik 6zellik
gosterirler. Yasayan biitiin tiirlerde mevcut olan antimikrobiyal peptidler, memelilerde
defensinler ve Kkatelisidinler olmak iizere iki grupta toplanirlar. Multiselliiler
hayvanlarda bu peptidler, sistemik olarak (6rnegin; insekt hemolenfi veya omurgali
immun hiicreleri) ve/veya deri ve mukoza epiteli gibi infeksiyona duyarli viicudun
spesifik hiicre ve dokularina lokalize olmustur (15). Viicutta cesitli organlarin yiizeyini
orten mukoza epiteli gibi uterus epiteli hiicreleri de antimikrobiyal peptidleri iiretir ve
daha sonra bu maddeleri potansiyel patojenlere karsi kullanilmak iizere IgA ve IgG ile

birlikte uterus salgilarina verir. Uterusda antimikrobiyal ortamin yeterliligi memelilerde



hayati 6nem tagimakta olup, bu durum memeli tiirlerinin devamlilig icin gereklidir (16,
17). Disi genital sistemin epitel hiicreleri sadece antimikrobiyal peptidleri, semokinleri
ve sitokinleri iiretmez; bu hiicreler ayn1 zamanda patojenleri tanima potansiyeline de
sahiptirler. Dogal immun sistem yoluyla potansiyel patojenik mikroplar1 tanima, Toll-
like reseptorlerini (Toll-Like Receptor, TLR) de i¢ine alan patojenleri taniyan
reseptorleri (Pattern Recognition Receptors, PRRs) olarak bilinen hiicresel reseptorler
smifinin onemli bir fonksiyonudur (18, 19). Bu reseptorler ayni zamanda bakteriyal,
fungal ve viral patojenler tarafindan iiretilen patojenle iligkili molekiiler yapilar1 da
(Pathogen-Associated Molecular Patterns, PAMP) tanima yetenegindedirler (20). Bu
patojenle iligkili molekiiler yapilar, lipopolisakkarit (Lipopolysaccaride, LPS),
peptidoglikan (Peptidoglycan, PGN), lipoteikoik asit (Lipoteicoic Acid, LTA) veya
lipoarabinomanan (Lipoarabinomanan, LAM) gibi hiicre duvar bilesiklerini icermesinin
yaninda tek veya cift zincirli RNA ile metillenmemis (Deoxisitydil Phosphate
Deoxiguanozin, CpG) DNA da igerebilir (21-25). TLR nétrofiller, makrofajlar, dentritik
hiicreler, dermal endoteliyal hiicreler, mast hiicreleri, eozinofil granulositler, kardiak
miyositler, adipositler ve mukoza epitel hiicreleri gibi bir¢ok hiicrede bulunurlar (26).
TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin varhiginda immun sistemi uyarmaktir. TLR
ailesinin farkli iiyeleri aktive edilen hiicre tipine bagl olarak sitokinler, semokinler,
nitrik oksit ve effektdr molekiiller gibi cesitli yang1 6ncesi molekiillerin iiretimine neden
olurlar (27, 28).

Genital kanalin dogal immun sisteminin birer 6gesini olusturan antimikrobiyal peptidler
ile immun hiicrelerin sahip oldugu TLR’inin 6zellikle insan ve farede (29) seksiiel
siklusun farkli donemlerinde ve gebelik sirasinda fétal membranlar, desidual hiicreler ve
plasentadaki lokalizasyonlar1 ve fonksiyonlarma iliskin ¢esitli caligmalar yapilmistir
(30-33). Gerek antimikrobiyal peptidlerin ve gerekse Toll-like reseptorlerinin siklusa ve
gebelige bagh degisiklikler gosterdigi saptanmistir. Doku yikimi ve rejenerasyonunun
birlikte goriildiigii ve bakteriyel kontaminasyona acik olan involiisyon siirecinde bu
Ogelerin ekspresyonlarinin farklilik gosterebilecegi fikrinden yola ¢ikilarak hazirlanan
bu arastirmada sican uterusunda postpartum 1. giinden baslayarak antimikrobiyal
peptidlerden B-defensinlerin ve TLR tiplerinin lokalizasyonlar1 ile bunlara involiisyon
sirecinde ugradig1 olas1 degisikliklerin kantitatif olarak ortaya konmas1 amag¢lanmustir.
Bunun yami swra sican uterusunda involiisyon siirecinde olusan endometriyum ve

miyometriyumdaki yapisal degisikliklerin kantitatif olarak belirlenmesi ama¢lanmistir.



2. GENEL BILGILER

Memelilerde disi genital sistemin; ovum iiretme, fertilizasyon i¢in disi ve erkek
gametlerinin transportu, gebelik ve hormon salgilama olmak iizere cesitli fonksiyonlar1
bulunmaktadir. Disi genital sistemin organlari ovaryum, ovidukt, uterus, vajina ve
vulvadir. Ayni zamanda meme de bu sistemin bir parcasidir.

2.1. UTERUSUN YAPISI

Anatomik olarak uterus; kornu uteri, korpus uteri ve serviks uteri olmak iizere ii¢ kisma
ayrilir. Uterusun sekli tiirlere gore farklhilik gosterir. Bircok evcil tiir bikornulu uterusa
(bir korpus, iki kornu ve bir serviks uteriden olusur) sahipken, primatlar basit bir uterusa
(belirgin bir korpus, iki kiiciik kornu ve basit bir serviks uteriden olusur), keseli
hayvanlar ise dubleks bir uterusa sahiptir. Uterusun duvari; endometriyum,
miyometriyum ve perimetriyum olmak iizere ii¢ tabakadan olusur (34).

2.1.1. Endometriyum: Tunika mukoza olarak da adlandirilan bu katmanin lamina
epiteliyalisi kopek, kisrak ve kedide tek kath kiibik ya da pirizmatik epitel, domuzlarda
ve ineklerde ise yalanci ¢ok kath prizmatik epitelden olusur. Epitel hiicreleri silyumlu
ve sekresyon yapan hiicrelerden olugmakla birlikte sekresyon aktiviteleri ovaryum
hormonlar1 etkisi altinda degisir. Lamina propriya, ¢cok sayida mononiiklear hiicreler ve
notrofil graniilositler iceren hiperplastik, gevsek kollajendz dokuya sahiptir. Uterus

bezleri basit veya dallanmis tubuler bezlerdir. Bu bezlerin distal uglar tiirlere bagh



olarak degisen derecede sarmal yapar. Uterus bezlerini ve lumeni Orten epitelin salgi
triinleri mukus, lipid, glikojen ve proteinlerdir. Ruminantlarda lamina propriyanin
damardan zengin, bezlerden yoksun bdlgeleri karunkiil olarak adlandirilir. Karunkiiller,
maternal dokular ve ekstraembriyonik membranlar arasindaki temas bolgeleridir.
Ovulasyona yakin donemde uterus bezlerinde proliferasyon goriiliir, ancak ¢ok az olan
mukus salgis1 disinda sekresyon yoktur. Uterus bezlerinin salg1 yapmasi ovulasyon ile
baslar. Ovaryumdan salgilanan 6strojen ve progesteron hormonlarmin diizeylerindeki
degisimler endometriyumda degisikliklere neden olur ki bu degisiklikler uterinal siklus
olarak tanimlanir. Ovaryumda follikiillerin olgunlastig1 ve hormonal aktivitenin arttig1
donemde endometriyumda kalinlagma, lamina propriyanin genislemesi ve uterus
bezlerinin biiyiimesi gerceklesir. Bu donem proliferasyon evresidir. Ovulasyon
gerceklestikten sonra olusan korpus luteum ve salgilanan progesteronun etkisi ile uterus
bezleri salgi yapmaya baslar, lamina propriya oldukc¢a 6demli hal almaya baglar. Bu
donem sekresyon evresidir. Bu evrede fertilizasyon gergeklesirse uterus implantasyon
icin hazirdir. Doéllenme olmadiginda sekresyon evresi biter ve uterus bezlerinde
sekresyon durur, bezler Kkiiciilir, endometriyumun kalinligi da azalir. Bu dénem
involiisyon evresi olarak tanimlanir. Ovaryumda follikiillerin olgunlagmasi, ovulasyon,
korpus luteum, fertilizasyon, atrezi gibi tiim degisiklikler ve bunlarin meydana
gelmesinden sorumlu hormonal degisimlerin hepsi ise ovariyal siklusu olusturur.
Ovaryumda ve uterusta goriilen hormonal degisimlere bagh periyodik olarak
sekillenenen bu iki evreye genital siklus denir.

2.1.2. Miyometriyum: Tunika muskularis olarak da adlandirilan bu tabaka icte kalin
sirkiiler, dista ise daha ince bir longitudinal diiz kas katmanma sahiptir. Iki kas
tabakasmnin arasinda arter, ven ve lenf damarlarindan zengin stratum vaskiilare
bulunmaktadir.

2.1.3. Perimetriyum: Bir diger adiyla tunika seroza, peritoneal mezotel hiicreleri ile
sarith gevsek bag dokusundan ibarettir. Peritonun viseral yapragidir ve oldukga az
sayida diiz kas hiicreleri ile ¢cok sayida lenf, kan damar1 ve sinir telleri icerir (34, 35).
Sicanlarda uterus sag ve sol olmak iizere iki kornudan olusur. Bu yap1 sicanlarda ¢ok
sayida yavrulamayi saglar. Her bir uterus kornusu kendi serviksine sahiptir. Serviksler
uterusun vaginaya baglandigi yerde bulunmaktadir. Serviks kanali ¢ok dardir, fakat
daha sonra doguma izin verecek Ol¢iide genisler. Serviksin temel fonksiyonu ise uterusu
korumaktir (36). Disi sicanlar dogduktan sonra 41-54. giinler arasinda diizensiz Ostrus

siklusu gosterirken, normal Ostrus siklusu 54. giinden sonra goriiliir ve 90-95. giinden



sonra tam erigkin olurlar. Sicanlarda siklus 4-5 giin siirer ve seksiiel olarak yaklasik 14
saat boyunca ciftlesmeye miisaittirler. Disi sicanlarda seksiiel olgunlugun vagina
perforasyonuyla basladigi ve ovulasyonla son buldugu tahmin edilmektedir (37, 38).
Disi sicanlarda luteinize hormonu salgilatict hormonun (LHRH) saliverilmesi vagina
perforasyonunun olusmasina etki etmektedir. Vaginal perforasyonun olugma siiresi,

pubertal periyod boyunca olusan endokrin degisikliklerin giinliik ritmine baghidir (39).
2.2. MEMELI HAYVANLARDA POSTPARTUM UTERUS INVOLUSYONU

Memeli hayvanlarda uterus involiisyonu bir sonraki gebeligin olusmasi i¢in gereklidir.
Uterus involiisyonu; uterus hacminde azalma, morfolojik ve histolojik (kas ve bag doku
vb. doku bilesenlerinin rezorpsiyonu gibi) bir takim degisiklikler ile karakterizedir.

Hayvanlar arasinda uterus involiisyon siiresi tiirlere gore farklilik gostermektedir (40).

Uterusun involiisyon hizi plasentasyon tipine baglidir. Tavsanlar hemokoriyal
plasentaya sahip oldugu icin uterus involiisyonu iki giinde tamamlanir (41).
Epiteliyokoriyal plasentaya sahip hayvanlarda (kisrak ve domuz) uterus involiisyonu 2
ila 3 hafta da tamamlanirken, sindesmokoriyal plasentaya sahip hayvanlarda (koyun,
keci ve inek) uterus involiisyonu 4 ila 5 hafta siirer. Endoteliyokoriyal plasentaya sahip
hayvanlarda ise (kopek ve kedi) uterus involiisyonu 10 ila 12 hafta siirer (42).
Sicanlarda postpartum donemde uterusun re-epitelizasyonu 36 saatte gerceklesir ve bu
hizli rejenerasyon muhtemelen erken postpartum 6strustan kaynaklanir. Ik postpartum
ovulasyon ise yavrulamadan sonraki yaklasik 18 saat icinde olusur (43). Insanlarda
puerperium (postpartum periyod), dogumdan sonra uterusun gebe olmayan formuna
donmesi ve fizyolojikal involiisyonu ile karakterize 6-8 haftalik bir periyod olarak
tanimlanmigtir. Bu siire¢ i¢inde miyometriyumun kiigiilmesi, mikroorganizmalarin
eliminasyonu, endometriyumun onarimi ve restorasyonu gibi bir seri olaylar meydana
gelir. Bu seri olaylar dizisi hem apopitozis hem de proliferasyonla iligkilidir. Postpartum
ilk ti¢ giinde endometriyum ¢ok ince olup bir miktar desidual doku igerir. Normal
iyilesme siireci bol miktarda losiya akintisiyla birlikte 7 ila 17 giin siirer. 26-56. giinde
endometriyum inaktif olup proliferasyon evresindekine 6zellikleri gosterir (44, 45).

Kopeklerde postpartum donemde uterus involiisyonu incelendiginde ilk haftada uterus
kornularmin dilate ve 6demli oldugu, interplasental bolgedeki mukozal yiizeyin koyu
kahverengi mukus tabakasiyla ortiilii oldugu goriiliir. Interplasental endometriyum
primer ve sekonder kivrimlardan olusmustur. Primer kivrimlar bir kac¢ lenfosit ve

plazma hiicresi iceren Odemli bir lamina propriyaya sahiptir. Sekonder epiteliyal



kivrimlar, uzun prizmatik epitel hiicreleriyle ortiiliidiirler. Cesitli biiytikliikte olan epitel
hiicreleri bol miktarda lipid damlacig1 icerdiginden kopiiklii bir sitoplazmaya sahiptirler.
Endometriyal lumende epitel hiicre yikintilar1 goriilmez, miyometriyum tabakasi ise
kalindir. Stratum vaskiilare bol miktarda kollajen iplikler ve genislemis kan damarlar:
icerdiginden dolay1 ¢ok kalinlasmustir. Ikinci ve iiciincii haftada uterus kiiciilmiis olup
mukozal yiizeyin tamami yine koyu kahverengi mukus tabakasiyla ortiilidiir, fakat
birinci hafta ile kiyaslandiginda miktar1 azalmistir. Lamina propriyada kiiciik
hemorajiler ve mononiiklear hiicreler bulunmaktadir. Bu hiicreler temel olarak
makrofajlar, lenfositler ve birkag plazma hiicresidir. Kollajen, lamina proriyada
prolifere olan fibroblastlar tarafindan iiretilmektedir. Uciincii haftada plasental alanlarda
endometriyumda kollajen miktarinda artis sekillenir. Endometriyal bezler dilatedir,
lumenleri hiicre dokiintiileri ve eritrosit icerir. Interplasental bolgelerde lamina propriya
daha az Odemlidir. Plasental alanlar daha kalin ve yiizeyleri graniilerdir. Dordiincii
haftada uterus bezleri olduk¢a dilate ve dejeneratiftir, lumenleri mukus ve nekrotik
hiicre dokiintiisii ile doludur. Lamina propriya da mononiiklear hiicre infiltrasyonu
gozlenir. Interplasental bolgelerdeki mukozal yiizey daha az kivrimlidir ve acik renkte
bir mukus tabakasiyla ortiiliidiir. Miyometriyum tabakasi ince ve kas telleri ¢cok daha
kiiciiktiir. Stratum vaskularedeki kollajen iplikler biiyiik oranda azalmis olup kas teli
demetleri arasinda sadece birka¢ iplik halinde goriilmektedir. Damarlarin intima ve
media tabakalar1 kalinlasmis fakat adventisyadaki kollajen iplikleri azalmigtir. Ancak
plasental alanlardaki kollajen depolar1 maksimuma ulasir. Bu kollajen yiginlari
eozinofilik boyanan pirizmatik epitel hiicreler tarafindan ortiiliidiir. Besinci haftada
uterus bezlerinin ¢ogu kiiciik ve daha az oranda da dilate formdadir. Uterus bezlerinin
etrafinda ve endometriyal epitelin altinda fibroblastlar, makrofajlar, lenfositler ve birkag
plazma hiicresinin yogunlugunda bir artis sekillenir. Plasental alanlar serozal yiizeylerde
kiigiik elipsoid sigkinlikler olarak goriiliir. Plasental alan involiisyonunun son ve en
onemli asamas1 kollajen yiginlarinin parcalanarak lumene atilmasi ile baglar. Besinci
hafta da goriilen degisiklikler altinc1 ve yedinci hafta da gozlenir, fakat daha belirgindir.
Altinc1 haftada miyometriyum tabakasi hiicre hacmindeki azalma nedeniyle daha
hiicresel bir yapiya doniisiir. Altinc1 ve yedinci haftalarda plasental alanlarin mukozal
yiizeyi acgik kahverenginde ve dardir. Lamina propriya artan sayilarda fibroblast,
makrofaj, plazma hiicresi ve birka¢ notrofil graniilosit icermesinden dolay1 oldukca
hiicreseldir. Yedinci haftada uterus kornular1 oldukga kiigiilmiis olup plasental alanlar

dar ve acik renklidir. Lamina propriyada biiyiikk yer kaplayan kollajen iplikler



endometriyumdan ayrilir ve endometrial bezler normal biiyiikliigiine ve sekline doner.
Sekizinci haftada uterus kornularinin capi en kiiciik boyutuna ulasir ve kornular, serozal
yiizeyden goriilen kiigiik elipsoid sekilli plasental alanlarla uniform sekillidir.
Endometriyum, tek kath pirizmatik epitel hiicre tabakasi ile ortiiliidiir. Bu hiicreler
rejenere olan uterus bezlerinin kanallarinda koyu boyanmis bazal nukleuslu ve bazofilik
sitoplazmali daha kiigiik hiicreler ile devam eder. Dokuzuncu haftaya kadar uterus
kornular1 uniform sekilli olup dar bir lumene sahiptir. Endometriyum tabakasi tek katl
dejeneratif epitel hiicreleri ile ortiiliidiir. Nukleuslarin cogu diizensiz ve piknotiktir.
Endometrial epitelin rejenerasyonu ve eski seklini almasi involiisyon isleminin
tamamlandig1 onikinci haftaya kadar devam eder. Onikinci haftada endometriyum
bazofilik boyanan sitoplazmaya sahip kiiboidal veya prizmatik tek katli hiicre tabakasi
ile oOrtiilidiir. Plasental alanlar kahverengi nedeniyle interplasental endometriyumdan
ayrilir. Uterus postpartum oniigiincii haftada anostrus formuna geger. Invole plasental
alanlarm kahverengini almasi, biiyiik miktarlarda hemosiderin yiiklii makrofajlardan
kaynaklanir (46).

Genel olarak kopeklerde post partum uterus involiisyonu ¢ok yavas siiren bir islem olup
oniki haftada tamamlanir. Major endometriyal degisiklikler postpartum ilk dokuz hafta
boyunca gergeklesir. Bu siire¢ hiicresel materyalin yikimlanmast ve bag doku
komponentlerinin degisimi ile karakterizedir. Ikinci endometryal degisiklikler
dokuzuncu haftada baglar ve onikinci haftada sonlanir. Bu donemde endometriyumu
orten epiteliyal hiicrelerin biiytikliigiinde ve seklinde degisiklikler meydana gelir.
Kollajen yigmlarinin uterus lumenine dagilmasinin tamamlanmasinda postpartum uterus
kontraksiyonunun etkili oldugu diisiiniilir. Ayni1 zamanda kollajenin bir kismi
makrofajlar tarafindan rezorbe edilir. Postpartum dordiincii haftadan sonra mononiiklear
hiicre sayisinda belirgin bir artis sekillenirken kollajen miktarinda azalma meydana
gelir. Kollajenin yogun ve hizli yikimlanmasi dogumdan sonra miyometriyum
tabakasinda da fark edilmistir (46).

Koyunlarda postpartum birinci giinde uterusun agirhigmda ve kornularm uzunlugunda
azalma sekillenirken, ovaryumlarin agirhiginda degisiklik goriilmemistir. Endometriyal
bez yogunlugu yaninda endometriyum, stratum kompaktum, stratum spongiyozum ve
miyometriyumun total genisliinde dogumdan sonra azalma sekillenir. Postpartum
birinci ve yedinci giinde invole olan uterusdaki apopitotik hiicreler vakuollii ve cok
sayida olup endometriyal glanduler epitel hiicreleri arasinda lokalize olmustur.

Postpartum birinci giinde glanduler epitel igerisinde hem T- hem de B-lenfositler
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bulunur. Luminal ve glanduler epitelde postpartum birinci ve yedinci giinde hiicre
proliferasyonu saptanmaktadir. Postpartum birinci, yedinci ve ondordiincii giinlerde
uterus lumeninde kalin ve koyu bir losiya tabakasi bulunurken, postpartum
yirmisekizinci giinde tamamen kaybolmaktadir (47). Koyunlarda dogumdan sonraki ilk
haftada olusan bu siv1 (losi) eritrositlerin otolizi sonucunda meydana gelen kahverengi
bir sividir. Postpartum ikinci haftada invole olan karunkiillerden serbest birakilan
kahverengi nekrotik plaklar uterus lumenini doldurur. Karunkullerin re-epitelizasyonu
postpartum iiciincii ve dordiincii haftalarda olusur (48). Uterusun interkarunkuler
bolgesinde endometriyum ve miyometriyumun genisligi postpartum birinci giinde
maksimumdur. Endometriyum, genislemis endometriyal bezler icerirken, stroma ¢ok az
secilebilir ekstraselliiler matrikse (Extracellular Matriks, ECM) sahiptir. Interkarunkuler
bolgenin tamamu bir¢ok kivrim igerirken postpartum yedinci giinde endometriyumun
luminal epitelinde daha az kivrim bulunur. Endometriyumun genisligi, endometriyal
bezler aras1 mesafede ve stromada bulunan hiicreler arasinda ekstraselliiler bosluktaki
azalmadan dolay1 daha dardir. Stromada ekstraselliiler matriksin boyanmasinda belirli
bir artis gozlenmektedir. Postpartum ondordiincii giinde endometriyum ve
miyometriyumun genisligi minumuma ulasir. Uterus bezleri daha organize haldedir ve
postpartum yedinci giinden daha Kkiiciiktiir. Endometriyal bez capt minumuma
ulasmasma ragmen, total endometriyal ve miyometriyal genislik postpartum
ondordiincii  giinden postpartum yirmisekizinci giine kadar cilizi miktarda azalir.
Interkarunkuler endometriyum daha az kivrim igerir. Postpartum yirmisekizinci giinden
once luminal epitelde, plasentom veya karunkul kalintilarinin bulunmadig1 gézlenmistir
ve endometriyum, histolojik olarak gebe olmayan koyundakine benzer. invole olan
koyun uterusunda ii¢ durum sekillenir: 1) uterus hacminde azalma, 2) yavruya ait
dokularm kaybi, 3) doku onarmmi. Uterusun yas doku agirhigindaki ve kornu
uzunlugundaki azalma hem endometriyumun, hem de miyometriyum tabakalarinin
incelmesinden kaynaklanmaktadir. Endometriyal stromanin ekstraselliiler boslugunda
azalma ve ECM’de artis histolojik olarak tespit edilebilir. Histolojik analizler, dokunun
yeniden bi¢imlenmesinin uterus duvarinin hem karunkuler, hem de interkarunkuler
bolgelerinde oldugunu gostermistir. Involiisyon siiresi boyunca doku bilesimi ve
seklindeki degisikliklere ek olarak uterus duvarinin hem karunkuler, hem de
interkarunkuler bdlgelerinde damarlasmada belirgin  bir azalma gozlenmistir.
Endometriyal luminal epitel ve siiperfisiyel glanduler epitel, luteolizin ve prostaglandin

tirettiginden siklus ac¢isindan oneme sahiptir (47).
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Sigirlarda uterus involiisyonu, uterus kornusunun pozisyonunun, biiyiikliigiiniin ve
tonusunun gebe olmayan haline doniistiigiinde tamamlanir. Bunu etkileyen bir¢ok faktor
vardir: dogum sayisi, laktasyonal durum, beslenme, barinma ve mevsim. Sigirlarda
uterusun involiisyon siireci, kotiledon doku kaybi, biiyiikliigiinde azalma ve doku
onarimi gibi islemleri kapsar (1).

Kecilerde dogumdan sonraki iigiincii giinde uterusda dejenere epitel hiicreleri bulunur.
Bu epitel hiicreleri lamina propriyada bulunan makrofajlar tarafindan fagosite edilir.
Uterus bezleri iy1 gelismis olup yalanci ¢ok katli prizmatik epitelden olusur. Bazal
membran zarar gormemistir ve mikrovilluslar apikal kisimda yer alir. Uterus bezlerinin
lumeninde lenfositler ve notrofil graniilositler bulunur. Elektron mikroskopik
incelemelerde sitoplazma icerisinde c¢ok sayida mitokondriyon ve endoplazmik
retikulum sisternlerine rastlanilir. Az sayida sekretorik graniile sahip sekretorik hiicreler
lumene dogru uzanir. Bu hiicrelerin yiizeyinde kisa mikrovilluslar bulunur ve
endoplazmik retikulum kesecikleri iyi gelismistir. Postpartum yirmibirinci giinde
endometriyumun karunkuler bolgesinde vakuollii sitoplazmaya sahip hasar goérmiis
hiicrelere rastlanir. Bazal membran zarar gormemis bir sekilde devam eder ve bu bazal
membrana yakin yerde mitotik hiicreler bulunur. Hiicreler birka¢ graniillii endoplazmik
retikulum kesecikleri icerir. Uterus bezleri proliferasyon asamasindadir. Postpartum 36.
giinde uterusun yiizey epiteli genelde tek kath prizmatik olup bazi yerlerde ise yalanci
cok kath prizmatik goriinimiindedir. Hiicrelerde morfolojik olarak bir bozukluk
bulunmamakla birlikte, yari-ince kesitlerde epitelde dagmik halde intraepiteliyal
lokositler tespit edilmistir. Mevcut makrofajlarin sayis1 artmamistir. Endometriyumda
prolifere uterus bezleri c¢ok sayidadir ve bag dokusunun biiyilk bir kismini
doldurmustur. Mitotik boliinmenin degisik asamasinda olan glanduler epitel hiicreleride
bulunmaktadir. Glanduler hiicreler sitoplazmalarinda ¢ok sayida salgi graniilleri igerir
ve bu cok sayidaki sekretorik graniiliin varligi metabolik ve sekretorik aktivitenin
arttigin1 gosterir. Postpartum kirkinci giinde ise uterusta goriilen mikroskopik ve
submikroskopik goriiniim postpartum otuzaltinci giinde oldugu gibidir. Sitoplazmada
biiylik graniilli sekretorik hiicreler postpartum kirkinct giinde de bulunur.
Endometriyumda bulunan uterus bezlerinin kademeli proliferasyonu gozlenir. Kecilerde
endometriyumun Yyiizey epitelinin morfolojik yapisi incelendiginde involiisyonun ve
onarim isleminin dogumdan sonra otuzaltinci giine kadar tamamlandigini

gostermektedir (49).
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Tavsanlarda sag ve sol uterus kornularinin uzunlugu ve agirlhigindaki asimetri, farkh
sayida embriyolarin implantasyon alanlarindaki uterus hipertrofisi ve hiperplazisinden
kaynaklanir. Uterus kesitlerinin mikroskopik olarak incelenmesi normal histolojik
yapisina hizli dondiigiinii gostermektedir. Dogum sirasinda uterus epitelinde multifokal
erozyonlar vardir. Postpartum dordiincii saate kadar uterus yiizeyindeki epitel hiicrelerin
yogun bir mitotik aktivite gdzlenmektedir. Ayn1 zamanda endometriyum 6demli olup
notrofil graniilositler igerir. Postpartum sekizinci saatte mitotik akvite devam etmektedir
ve luminal epitel bazilar1 silyumlu olan kiiboidal hiicrelerden olugmaktadir. Postpartum
onaltinc1 saatte ylizey epiteli normal haline doner ve silyumlu, uzun prizmatik, bazal
yerlesimli cekirdegi olan hiicrelerden olusur. Ara sira, ¢cok cekirdekli dev hiicrelere de
rastlanmaktadir. Postpartum onaltinct ve kirkinci saatte Oldiiriilen tavsanlarda bu
hiicrelerin epitelyum altindaki altindaki kapillar damarlara yakin olarak yerlestikleri
gozlenmistir. Postpartum yirmidordiincii saatte notrofil graniilositlerin sayis1 ve stromal
O0demin derecesi azalirken otuzikinci saate kadar endometrial stroma normal haline
doner. Endometriyal bezler baslangicta basit tubuler iken, postpartum kirkinci saatte
kadar daha kivrimli bir sekil alirlar. Postpartum kirkinc1 saatte uterus miikoz
membranmin yiizeyini ¢ok c¢ekirdekli dev hiicreler ve desidual plaklar istila ederler.
Involiisyon ¢ok hizli bir sekilde gercekleserek kirksekizinci saatte tamamlanir ve birkac
saat icinde uterus agirligmin yarisin1 kaybeder. Tavsanlar dogumdan sonraki saatte
genellikle ciftlesmeyi kabul ederler. Bu yiizden tavsanlar hem laktasyonda hem de gebe
kalabilirler. Diger evcil memelilere karsin, postpartum siire¢ boyunca tavsanlarin
ovaryumlar1 pre-ovulator follikiiller icerir (50).

Meishan ki disi domuzlarda postpartum birinci ve oniigiincii giinlerde uterusun
glanduler epitel hiicrelerinin basik kiiboidal sekilli olup sitoplazmalarin zayif bir sekilde
boyandig1 belirlenmistir. Ayni ozellik laktasyon doneminde de gozlenmistir. Siitten
kesilme sonras1 glanduler epitel hiicreleri yiiksek prizmatiktir. Dogum sonrasi birinci
giinde, luminal epitel hiicreleri biiziilmiis ¢ekirdekli, basik prizmatik veya kiiboidal ve
yiiksek kiiboidal olmak tizere iki goriiniime sahiptir. Postpartum oniigiincii giinde
luminal epitel hiicrelerinin goriintisii basik ve yassidir. Postpartum yirminci giinde
luminal epitel hiicreleri postpartum oniigiincii giindeki hiicrelerden biraz daha yiiksektir.
Postpartum otuzbirinci giinde luminal epitel hiicrelerinin goriiniimii postpartum
yirminci giinde oldugu gibidir. Siitten kesilme sonrast luminal epitel hiicreleri bir hayli
yilksek prizmatik goriiniise sahiptir. Sonu¢ olarak luminal ve glanduler epitel

hiicrelerinin postpartum laktasyon doneminde gelismedigi (basik kiiboidal), siitten



13

kesildikten sonra (yiiksek prizmatik) gelistigi gOriilmiistir. Bazal membran
bilesenlerinin diizenlenmesi, domuza ait uterus involiisyonunda luminal epitelin
proliferasyonu ve gelisimi lizerine etkilidir. Bu durum, uterus involiisyonunun siitten

kesildikten sonra tamamlandigini gdstermektedir (51).
2.2.1. Sicanlarda postpartum uterus involiisyonu

Sicanlarda dogumdan hemen sonra (0 saat) uterus incelendiginde mukozanin lumene
dogru farkli sekil ve biiyiiklikkte kivrimlar olusturdugu goriiliir. Plasental alanlar
haricinde mukoza tek kath ve silyumsuz pirizmatik hiicreler ile ortiilii iken, kivrimlarin
uclarina dogru tek kath kiibik sekle doniisiir. Hiicrelerin sitoplazmasinda ozellikle
supraniiklear bolgede cok sayida graniil bulunur. Cekirdek ise hiicrelerin bazaline dogru
yerlesmis durumda oval sekilli ve vezikiiler goriiniiste olup bir ya da iki adet
cekirdekcik igerir. Hiicreler toluidin blue ile boyandiginda 6zellikle supraniiklear bolge
belirgin bir sitoplazmik bazofili gosterir. Plasental alana bitisik bolgeler haricinde uterus
epitelinde ¢ok sayida mitotik figiirler izlenir. Uterus epitelinde pirizmatik hiicreler
arasinda ikinci bir hiicre tipi bulunur. Bu hiicrelerin sitoplazmasi yogun boyanmis olup
mekik seklinde bir ¢ekirdege sahiptirler. Plasental alana yakin bolgedeki epitelde ¢ok
sayida polimorfniiklear 16kositler infiltre olmustur. Uterus kornularmin yan duvarinda
ve antimesometriyal smirda az sayida bezler bulunurken mezometriyal siirlarda bez
yoktur. Endometriyum c¢ok ince bir tabaka olan ve hiicre yogunlugu degisen lamina
propriya (stroma) ile miyometriumdan ayrilir. Stromada bol miktarda kan damar1 ve
sinir pleksuslar1 bulunur. Plasental alanlarda epitel bulunmaz ve stromal hiicreler ¢ok
daha fazla sayidadir. Postpartum birinci giinde uterus epitelinde cok daha fazla
degisiklik sekillenir. Luminal epitel hiicreleri diger postpartum giinlerinden cok daha
biiyiiktiir. Hiicrelerin bazalindeki eozinofili belirginlestigi halde hiicre sinirlari belirgin
degildir. Ayn1 zamanda hiicreler vakuollii olup bu vakuoller hiicrenin supraniiklear
boliimiine yerlesmistir ve onlarin ¢ogu hiicre dokiintiileri igerir. Vakuollesmenin yogun
oldugu bolgelerde epitel ile endometriyal stroma arasindaki sinir1 tespit etmek zordur.
Bu bolgelerde epitel tek kath pirizmatik oldugu halde yalanci ¢ok kath pirizmatik gibi
goriiniir ve mitotik aktivite yoktur. Stromanin hiicre yogunlugu artar, bu artig plasental
bolgelerde daha fazladir. Plasental arterlerin yapilanmasi ilerlerken kan damarlar: dilate
olmaya devam eder (43, 52). Gebe olmayan si¢anlarin uterusunda longitudinal diiz kas
tabakas1 daha az bag doku igerir. Postpartum birinci giinde ise longitudinal diiz kas

tabakas1 nispeten daha genis bag doku alanlarina sahipken, bag doku miktar1 postpartum
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3. giinde azalir ve bu azalma postpartum onuncu giine kadar devam eder. Postpartum
birinci giinde sirkiiler miyometriyum mekik sekilli hiicrelere sahip olup gebe olmayan
sicanlarla kiyaslandiginda daha fazla bag dokuya sahip oldugu goriiliir (52). Postpartum
ticiincii ve besinci giinde ise birkac ilave degisiklik meydana gelir. Postpartum iiciincii
giinde endometriyum birinci giinden daha kalindir ve luminal epitel hiicreleri daha
kiigiik olup mukoza daha az kivrimlidir. Ayn1 zamanda sirkiiler diiz kas tabakasmdaki
hiicreler mekik seklini kaybederek daha kompakt bir yap1 kazanir. Postpartum ii¢iincii
giinde diiz kas hiicrelerinde hem apopitozis, hem de hiicre proliferasyonu en yiiksek
seviyededir (8, 52). Postpartum besinci giinde plasental alanlardaki stromal hiicre
populasyonu diger bolgeler ile aynidir. Pigment iceren hiicreler ¢cok sayidadir ve bu
hiicreler uterus bezleri ile sirkular kas tabakasina bitisik endometriyumda gruplar
halindedir (43). Postpartum onuncu giinde uterusun endometriyum tabakasi kontrol
grubununki ile aynidir, fakat kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ok sayida eozinofilik
hiicreler gozlenmistir. Bu hiicreler miyometriyuma bitisik endometriyal stroma
bolgesine yayilmistir. Eozinofilik hiicreler postpartum onbesinci ve yirminci giinlerde
de gozlenmektedir. Postpartum onuncu giinde sirkiiler diiz kas tabakasi gebe olmayan

uterusunkine benzer 6zellik gosterir (52).

Sicanlarda postpartum donemde uterusun re-epitelizasyonu 36 saatte gerceklesir ve bu
hizli rejenerasyon muhtemelen erken postpartum 6strustan kaynaklanir. Ik postpartum
ovulasyon ise yavrulamadan sonra yaklagik 18 saat icinde gerceklesir (43). Kobaylarda
uterus epiteli, yaklasik olarak postpartum {igiincii giinde vaginadan atilir ve bunun
yerine uterus bezlerinin epiteli gelir (53). Tavsanlarda da benzer islem postpartum
birinci giinde gerceklesir (54). Insanlarda, plasental alan eksfoliyasyon (pul pul
dokiilme) yoluyla temizlenir. Bu durum yeni gelisen endometriyumun, damarlarda
tromboz ve dokularda yikimlanmaya yol a¢cmasi ile karakterizedir. Daha sonra bu
nekrotik materyal uterus lumenine, oradan da disar1 atilir (55). Farelerde eksfoliyasyon
plasental alanlarda olusurken, sicanlarda eksfoliyasyonun varligina dair hicbir kanit
yoktur. Bu durum kismen plasenta gelisimindeki detaylarin farkliligindan kismen de ilk
postpartum ovulasyonunun olusma zamaniyla iliskili olabilir (56).

Sicanlarda uterusun yas agirligi postpartum birinci giinde oldukg¢a fazla iken postpartum
ticlincii giinde yas agirlik %50°den daha fazla azalir. Bu giinden sonra involiisyon orani
azalir ve daha sonra uterus gebe olmayan sicanlarin uterusu ile benzer 6zellik gosterir.

Kollajen kayb1 postpartum ikinci ve ii¢lincii giinlerde hizli bir sekilde gerceklesirken
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daha sonra hizi azalir. Kollajen ve uterus agirhigindaki azalma postpartum siire¢
boyunca esit degildir (52).

Sicanlarda gebelik boyunca uterusun, diiz kas hiicrelerinin hipertrofisi ve kollajen
miktarindaki artis ile birlikte hacmi biiyiir. Dogumdan sonra ise uterus invole olarak
gebelik Oncesi formuna doner. Bu involiisyon doneminde matrix metalloproteinaz
(MMP) adi verilen endopeptidazlarin miktar1 artarak, ekstraselliller matriks ve bazal
membraninin kollajen gibi c¢esitli makromolekiiler komponentlerini pargalar ve
boylelikle kollajen miktarinda azalma sekillenir (57). Invole olan sican uterusunun
katepsin icerdigi de bildirilmektedir. pH’nmn 3,5 oldugu 37 C° lik ortamda katepsin,
uterus homojenatlarindaki kollajeni sindirir. Kollajen yikimlanmasinin ilk agamasinda
iplikler ¢oziiniir. Coziilen kollajen daha sonra termal olarak 37 C° de denature olur ve
muhtemelen lizozomal orijinli asit katepsinler yoluyla sindirilir (58). Insan uterusunda
diiz kas hiicrelerinin kollajen fagositozunu ve yikimlanmasmi sagladigi ortaya
konulmustur (59). Kobaylarda ise kollajen ipliklerin ortadan kaldirilmasinda
miyometriyal damarlarin endoteliyal hiicrelerinin de gorev aldigi bildirilmektedir (60).
Sicanlarda postpartum uterusun kollajenolitik  aktivitesi steroid hormonlarin
seviyesinden biiyiik Olciide etkilenir. Postpartum donemdeki sicanlara Ostrojen ve
progesteron verilmesinin uterus involiisyonunu ve kollajenolitik aktiviteyi yavaslattigi
tespit edilmigstir. Buna karsimn dogum sirasinda ovariyektomi yapilmasi kollajen kaybmi
ve involiisyonu hizlandirir. Sicanlarda progesteron seviyesindeki azalma uterus
involiisyonunun ve dolayisiyla da kollejenaz aktivitesindeki artigin bir isareti sayilabilir
(61).

Invole olan sican uterusunda kollajen yikimlanmasindan fibroblastlarin sorumlu oldugu
tespit edilmistir (62). Ote yandan baska bir calismaya gore, postpartum donemde
uterusta kollajen yikimlanmasi1 makrofajlar tarafindan gerceklestirilmektedir (63).
Postpartum donemdeki farelerde miyometriyum ve endometriyumun bagdokusunda ¢ok
sayida makrofajlarin  bulundugu ve elektron mikroskobik incelemelerde bu
makrofajlarin vakuollerinin ¢ok sayida kollajen iplikleri icerdigi bildirilmektedir. Bu
durum postpartum donemde kollajenin yikimlanmasindan makrofajlarin sorumlu
oldugunu gostermektedir. Dogumdan sonra dordiincii giine kadar asit fosfataz
aktivitesinde hizli bir artis sekillenir ve bu enzimler temel olarak makrofajlarda kollajen
iceren vakuoller i¢inde, daha az oranda da endoteliyal hiicrelerde lokalize olmaktadir.
Postpartum yirmidordiincii saatte invole olan uterusta bulunan makrofajlar belirgin bir

takim morfolojik degisiklige ugrarlar. Diizgiin duvarli tubul ve vezikiil iceren Golgi
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kompleksinin sayis1 artar ve graniillii endoplazmik retikulum sitoplazmasinin tamamina
yayilir. Ayni zamanda bu hiicreler degisik biiyiikliikte vakuollere sahiptir. Bu
makrofajlar kollajeni fagosite ettikten sonra sitoplazmalar1 ince uzun goriiniir (64).
Uterus involiisyonunda makrofajlarin onemli bir rolii oldugu diisiiniiliirken, tavsanlarda
notrofil graniilositlerin baskin oldugu tespit edilmistir. Sicanlarda dogumdan sonraki ilk
dort giin boyunca makrofajlar ve notrofil graniilositler yiiksek miktardadir (65).
Sicanlarda endometriyal fagositler, postpartum donemde bol miktarda lizozomlarin
gelismesi ile yogun bir fagositik ve pinositik aktivite gosterirler. Fagositik hiicrelerin
dogumdan sonra toplanmasinin nedeni, konag1 bakteriyel infeksiyona kars1 koruma ve
doku dokiintiilerini fagosite etme yOniindedir. Makrofajlar ve ayni1 zamanda notrofil
graniilositler, diiz kas hiicre sitoplazmasinin ayrilan parcalarmi iceren hiicre
dokiintiilerini ve kollajeni de fagosite ederler (66).

Sican ve farede involiisyon boyunca uterus biiytikliigiiniin azalmas1 ayn1 zamanda doku
bilesenlerinin tekrar diizenlenmesi ile ilgilidir. Bu islem ECM bilesenlerinin hem
yikimlanmasi, hem de tekrar sentezlenmesi ile diizenlenir. ECM; glikoprotein,
proteoglikan ve glikozaminoglikanlardan olusur. Ayni zamanda ECM, hiicrelerin
adhezyonu, proliferasyonu, migrasyonu ve differensiyasyonu iizerinde de etkilidir ve
organlara yapisal desteklik saglar (3).

Sican uterusunun involiisyon doneminde otofagositozis, heterofagositozis ve krinofaji
olarak adlandirilan 3 sistemin devreye girdigi belirtilmektedir. Yaslanan hiicre
organellerinin ve inkliizyonlarinin fagositozisi anlamina gelen otofagositozis, diiz kas
hiicrelerinde meydana gelir. Baz1 durumlarda yogun otofajinin hiicre 6liimiine neden
oldugu goriilmiistiir (67).

Postpartum sigcan uterusunda bir takim kimyasal degisiklikler de meydana gelir.
Involiisyon déneminde total heksoz igerigi azalir. Heksoz konsantrasyonu gebeligin 20.
giinlinde bulunan degerin yaklagik yaris1 kadar bir degere ulasir. Kollajen
konsantrasyonu involiisyon siiresi boyunca olduk¢a degisiklik gosterirken, heksozamin
ve iironik asit konsantrasyonlarinda cok az bir azalma goriiliir. Involiisyon siiresi
boyunca ve gebeligin son donemlerinde belirgin miktarda artis gosteren serum
mukoprotein seviyelerine karsin, serum hidroksipirolin degerleri postpartum donemde
Onemsiz derecede bir artis gosterir, fakat postpartum besinci ve sekizinci giinde tekrar
azalmaya gecer. Yine uterustaki total niikleik asit degerleri involiisyon siiresi boyunca

azalir (68).
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2.3. POSTPARTUM DONEMDEKIi UTERUS DOKUSUNDA iIMMUNITE

Disi genital sistemin epitelinde menstruasyon, dollenme, implantasyon, gebelik ve
dogum gibi bir seri fizyolojik olay gerceklesir. Bu durum disi genital sistemin epitelini,
sindirim ve solunum sistemleri gibi viicudun diger sistemlerin epitelinden farkli kilar
(69). Disi genital sistem dig ortama agildigindan siirekli farkli tipte patojenler ile karsi
karsiya gelir. Bu yiizden disi genital organlarin immun sistemi, alt genital sistemin
dogal sakinleri olan kommensal organizmalarla reaksiyona girerek patojenik

saldirilardan konakc¢iy: korumasi beklenir (70).

Postpartum involiisyon doneminde uterusun bakteriyel kontaminasyonuna sikca
rastlanilir. Uterusdaki bakteriyel enfeksiyonlar sadece uterusun fonksiyonunu bozmakla
kalmayip, ayn1 zamanda ovaryum ve hipotalamus-hipofiz gibi kontrol merkezlerini de
etkilemeyebilirler. Uterus enfeksiyonunun hipotalamus ve hipofiz bezinin fonksiyonu
izerindeki etkisi incelendiginde, Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin bir bileseni
olan endotoksin ile iligkili oldugu yondedir. Endotoksin, postpartum uterus lumeninden
absorbe edilerek periferal kana verilir ve plazma endotoksin konsantrasyonu artar. Daha
sonra kan yoluyla hipofize gelir ve hipofiz bezinden LH sekresyonunu inhibe eder,
hipotalamustan GnRH salgilanmasini baskilar, endojen veya ekzojen kaynakli GnRH’a
kars1 hipofizin duyarhiligini azaltir. Uterusta olusan enfeksiyonlar, subfertilite ve
infertilite gibi iireme sistemi bozukluklarina da yol acar. Uterustan bakteriyal
komponentlerin absorpsiyonu, ovulasyon ve follikiiler faz LH artisim1 engelleyebilir
(71).

Uterusun kalitatif ve kantitatif bakteriyal kontaminasyonu, bakteriyal kontaminasyon ve
hayvanin savunma mekanizmalar1 arasindaki dengeye baghdir. Endo-serviks, uterus ve
tuba uterina epiteli, luminal antijenlerden alttaki dokular1 bariyer olarak koruyan ve
tight junctionlar ile baglanan kutuplasma gosteren epitel hiicrelerinden olusur (72).
Fiziksel bariyer olusturan uterus epitel hiicreleri komplement, lizozim, laktoferrin,
defensin ve sekretorik 16kosit proteaz inhibitorii iceren antimikrobiyal maddeler iiretir
(32,70). Uterus epitel hiicreleri ayni zamanda dogal immun sistem hiicrelerinin
toplanmasini ve aktivasyonunu saglayan sitokinleri ve semokinleri de salgilar (73).
Ornegin endometriyumdaki epitel hiicreler, graniilosit-makrofaj koloni-uyarici faktor 2
(Granulocyte-Macrophage Coloni Stimulating Factor 2, CSF2), makrofaj koloni uyarici
faktor (Macrophage Coloni Stimulating Factor, CSF1), tiimor nekrozis faktor-a (Tumor
Necrosis Factor-o, TNF-a), interlokin (Interleukin, IL) 1, IL 6, IL 8, I6kemi-inhibitor
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faktor ve doniistiiriicii biiylime faktorii- B (Transforming Growth Factor-f, TGF-f3)
kapsayan c¢ok sayida sitokinleri iiretir (74). Sitokinler, uterusta hiicreler arasinda
interselliiler iletisimi saglayan ve cinsiyet hormonlar1 tarafindan yonetilen hem
menstrual hem de Ostrus siklusu boyunca gecici olarak salgilanan Onemli
komponentlerdir (75).

Uterus epitel hiicrelerinin olusturdugu mukozal bariyer, bakteriyel, fungal ve viral
patojenlere karsi konakgiyr korur. Dogal immun koruma, patojenlerden organizmayi
koruma ve kendinden olanla olmayan: ayirma gibi non-adaptiv mekanizmalardan
olusur. Ayni zamanda dogal immun sistem, edinsel immun yanit1 uyarmada ve uygun
hale getirmede Onemli bir role sahiptir. Buna karsin edinsel immunite, mikrobiyal
tehdidin ortadan kaldirilmas1 ve bir sonraki enfeksiyonda ayn1 patojeni taniyan spesifik
antikorlar iceren spesifik hiicresel yanitin gelisimine neden olur (76, 77). Ovaryumdan
salgilanan Ostradiol ve progesteron gibi hormonlar disi genital sistemi basarili bir
fertilizasyon, implantasyon ve gebelik i¢in hazir hale getirir (78).

Dogumdan Once uterus lumeni sterildir ve bu donemde eger bakteriyel invazyon
olusursa bu durum genellikle ya abort ya da fotiisiin rezorpsiyonu ile sonuglanir. Bu
aborta neden olan mikroorganizmalarin bazilar1 zoonotiktir ve bu nedenle insan sagligi
icin bir risk olusturmaktadir (79). Gebelik boyunca serviks, vagina ve vulvanin fiziksel
bariyerleri, hayvanin derisi, digkist ve cevresinden bakterilerin genital sistemin {ist
kisimlarina dogru gegisini engeller. Ayni zamanda gebelik boyunca servikal mukus
tikaci, plasenta ve fotal membranlar, uterus boslugunun sterilitesini saglayarak ve
gelisen fotiisii koruyarak dogal immun yanita katkida bulunurlar. Uterus lumeninin
bakteriyel kontaminasyonuna diger memelilerden farkli olarak en cok sigirlarda
rastlanilir (80). Uterusun bakteriyel kontaminasyonu spesifik degildir ve klinik
hastalikla iligkili ¢ok sayida uterus patojenleri bulunmaktadir. Bunlardan bazilar:i:
Arcanobacterium pyogenes, Escherichia coli, Fusobacterium necrophorum ve
Prevotella melaninogenicus’dur. Aslinda A. pyogenes, F. necrophorum ve P.
melaninogenicus uterus hastaliginin siddetini artirmak i¢in sinerjik olarak hareket
ederler (81).

Ovaryumun siklik aktivitelerine postpartum donemde geri donmesi, uterusun immun
yamtm etkiler. Ozellikle progesteronun luteal faz konsantrasyonlar: immun yaniti
baskilayarak uterusu bakteriyal enfeksiyona kars1 daha duyarh hale getirir (82).

Alt disi genital sistem kommensal mikroorganizmalar1 barmdirirken, iist disi genital

sistem sterildir. Genital sistem boyunca mikrobiyal temastaki bu farkhlik,
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mikroorganizmalara cevapta ihtiya¢ duyulan dogal savunma mekanizmalarinin
vajinadan uterusa kadar uniform olmadigim1  gostermistir (78). Ozellesmis
immunregiilator mekanizmalarin islevsel oldugu genital sistemde dogal immun sistemin
tic onemli fonksiyonu bulunmaktadir. Bunlardan birincisi, fiziksel olarak enfeksiyonu
engellemektir. Ikincisi, enfeksiyon olustugunda edinsel immun yamit gelisinceye kadar
patojenlerin ¢ogalmasini smirlayan anti-mikrobiyal bilesikleri iiretmektir. Uciinciisii,
adaptiv immun yanitin fenotipini calistiran immunmodiilator molekiilleri tiretmektir. Bu
savunma mekanizmalarinin kombinasyonlar1 infeksiydz ajanlara karst konakgiy:
korumada gereklidir (83). Fiziksel bariyerler mukozal yiizeylerde konak¢i savunmasinin
ilk basamagimni olusturur. Ornegin; epiteliyal tight junctionlar ve mukozal sekresyonlar
dokulara mikrobiyal girisi engelleyen onemli faktorlerdendir. Lactobasillus spp. gibi
vajinal kommensaller, diisiik pH ortami (<5) olusturmak i¢in hidrojen peroksit ve laktik
asit Uretir. Bu durum alt genital sistemi patojenik mikroorganizmalardan korumaya
yardimci olur ve dolayisiyla da iist genital sisteme enfeksiyonun ulagsma olasiligini
azaltir (70). Yine de, bircok patojen mukozal yiizeylerden girer ve bu nedenle
konak¢inin infeksiyonun yayilmasini smirlamasi ve hizli bir cevap olusturmasi gerekir
ki, bu invaze olan patojenlerin taninmasi ile saglanir. Potansiyel patojenik
mikroorganizmalarm taninmasi, TLR’ini de i¢cine alan patojenleri taniyan reseptorler
(PRR) olarak bilinen hiicresel reseptorler sinifinin onemli bir fonksiyonudur. PRR
reseptorleri; endositik, salgilanan ve sinyal ileten olmak iizere ii¢ gruba ayrilir. Sinyal
ileten reseptor grubunu Toll-like reseptor ailesi olusturmaktadir (18). PRR’lerin
olusmasinda merkezi bir rol oynayan yedi protein ailesi identifiye edilmektedir: 1)
kollektinleri iceren C-tipi lektinler, 2) Dogal 6ldiiriicii (Naturel Killer, NK) hiicreler ve
makrofajlar tarafindan eksprese edilen reseptorler, 3) bir¢cok protein-protein etkilesimine
aracilik eden 16sinden zengin bolgesi olan proteinler, ayn1 zamanda LPS icin hiicresel
bir reseptor olan CD14 gibi PRR’ler, Toll homologu, 4) ¢opc¢ii (scavenger) reseptorler,
5) karacigerden salgilanan ve patojenlere cevapta plazmaya saliverilen akut faz
reaksiyon komponentleri pentraksinler, 6) LPS baglayan protein gibi lipid transferazlar,

7) integrinler ve komplement kontrol proteinleri (76).
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2.4. TOLL-LIKE RESEPTORLER

TLR bakteriyal, fungal ve viral patojenler tarafindan iiretilen PAMP’1 tanima
yeteneginde olan transmembran proteinlerdir. Bu mikrobiyal molekiiler belirtegler
protein, kanbonhidrat, lipid, niikleik asit ve/veya bunlarin birlesiminden olusabilir (84).
PAMP tarafindan indiiklenen endojen sinyaller 3 kategoride gruplandirilir: 1) IL-1,
TNF-a, IL-6, Tip 1 interferon ve cesitli semokinleri iceren inflamatuvar yanit aracili
sinyaller, 2) T-hiicre aktivasyonunun Kkostimiilatorleri olarak fonksiyon gosteren
sinyaller, 3) IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, TGF- ve interferon-y (Interferon-y, IFN-y) iceren
efektor fonksiyonlarin indiiklenmesini kontrol eden sinyaller (76). TLR ve spesifik
PAMP’nin baglanmasi, niiklear transkripsiyon faktorlerinin translokasyonunu, bir¢cok
yangi Oncesi sitokinlerin, gamma/beta interferon ve antimikrobiyal peptidlerin liretimine

sebep olan uygun gen transkripsiyonunu baslatir (22, 85).

TLR periferal kan l6kositleri ve dalak gibi immunolojik acidan 6nemli olan ortamlar
disinda akciger ve gastrointestinal sistem gibi dis ortamlarla iligkili olan dokularda da
yiikksek miktarlarda eksprese edilmektedir (86). Son zamanlarda yapilan caligmalar
patojenleri tanimadaki rolleri yaninda TLR nin stres altinda veya zarar goren hiicreler
tarafindan iiretilen endojen faktorlere karsi da cevap verdigini gostermistir. Bu faktorler;
151 sok proteinleri (Heat Shock Protein 60, HSP), ekstraselliiler matriks komponentleri,
fibronektin, heparan siilfat ile hiyaluronanin parcalanma iirtinleri, memeli kromatinini
ve yang gen iriinlerini kapsar (87).

Toll reseptorleri ekstraselliiler 16sinden zengin domainler igeren bir amino ucuna ve
intraselliiler Toll/IL-1 reseptor (Toll/Interleukin 1 Receptor, TIR) sinyal domainleri
iceren bir karboksil ucuna sahiptir. Toll’'un sitoplazmik bdlgesi memeli IL-1
reseptoriiniin - (Interleukin 1 Receptor, IL-1R) sitoplazmik bdlgesine benzerlik
gosterdiginden bu alana TIR alani denir (87).

Toll Almancada “sasirticr” anlamina gelmektedir. Ik olarak 1985 yilinda meyve
sinekleri (Drosophila melanogaster) tizerinde embriyonik arastirmalar yapan Christiane
Niisslein-Volhard onemli buldugu genleri tek tek iptal ederek, onlarin canli gelisimi
lizerindeki etkilerini anlamaya calismustir. Iptal ettigi genlerden birinin etkisini
engellediginde, meyve sineklerinde Aspergillus mantarma bagli enfeksiyon ve oOliimler
gozlemis, saglikli hayvanlarda ise boyle bir enfeksiyon gézlenmemistir. Bunun iizerine
Volhard “Das war ja Toll” (Ne kadar sasirtic1) demesi iizerine Toll kelimesi bu sahada

kalic1 hale gelmistir. Bu transmembran Toll proteinin gorevi erken embriyonik gelisimi
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diizenlemek ve dogal immun mekanizmalara aracilik etmektir. Drosophila’da Toll
reseptorleri, bir adaptor tiipe baglanma yoluyla (memelilerde fonksiyonel homologu
MyD88) dogal immun cevabin baslatilmasina neden olur. Bu tiip, kinaz Pelle’ye
(memelilerde homologu IRAK) baglanir ve daha sonra patojenleri direkt oOldiiren
antimikrobiyal yolaklarin aktivasyonuna aracilik eden ve bu yolaklar1 ayarlayan
genlerin tanskripsiyonuna neden olur (88, 89). TLR, IL-1R siiper ailesinin bir iiyesi olup
amino asit siralarinda benzerlikler ve intraselliiler sinyallerine gore bes alt aileye ayrilir:
TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 ve TLR9’dur. TLR2 alt ailesi TLR1, TLR2, TLR6 ve
TLR10’dan olusur. TLRY alt ailesi ise TLR7, TLR8 ve TLR9’dan olusmaktadir. TLR1
ve TLR6, TLR?2 ile heterodimer olusturur (90).

TLR IL-1R siiper ailesinin bir iiyesi olup notrofiller, makrofajlar, lenfositler, dentritik
hiicreler, dermal endotel hiicreleri, mast hiicreleri ve mukoza epitel hiicrelerini i¢ine
alan konak¢i savunmasinda birincil fonksiyona sahip olan hiicrelerde bulunurlar.
Immun hiicreler endotoksin, peptidoglikan, flagellin ve lipopolisakkarit gibi bakteriyal
komponentleri TLR araciligiyla tanir. TLR ekspresyonu sadece bu hiicre tipleri ile
smirlt degildir, ayn1 zamanda adrenal bez, karaciger, akciger, dalak, testis, timus ve
trakeya gibi dokularda da tespit edilmistir. TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin
varliginda immun sistemi uyarmak, immun sistem hiicrelerinin antimikrobiyal 6ldiirme
mekanizmalarini ve antijen sunma kapasitelerini artirmaktir. TLR ailesinin farkl iiyeleri
aktive edilen hiicre tipine baglh olarak tiimor nekrozis faktor-a (Tumor Necrosis Factor-
o, TNF-a) ve IL’leri (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) iceren sitokinleri, semokinler ve effektor
molekiiller (CD80, CD86 ve CD40) gibi cesitli yang1 oncesi molekiillerin iiretimine
neden olarak dogal ve adaptif immun sistem arasinda bag kurar (91). Daha sonra bu
sitokinler, yliksek atese neden olur ve pozitif feed back yaparak immun hiicre
mobilizasyonunu daha da artirir. Aynm1 zamanda bakteriyal enfeksiyona karsi serbest
birakilan bu yang1 Oncesi sitokinler, karacigerden akut faz proteinlerinin sekresyonunu
uyarwr. Boylelikle periferal plazma akut faz protein konsantrasyonu dogum siiresince
artar ve daha sonra uterus involiisyonu ile bakteriyal kontaminasyonun
eliminasyonunun eslik ettigi donemde azalir (71).

Insanlarda 11 adet TLR tipi tanimlanmistir ve bu reseptorler koyun harig fare, tavuk,
domuz, sig1r, kedi ve kopek gibi ¢esitli tiirlerde klonlanmustir (77, 92). TLR1-9 fare ve
insanda homolog oldugu halde, insan genomu TLR10’a sahiptir fakat TLR11, 12 ve 13
bulunmaz. Oysa fare genomu TLR11, 12 ve 13’e sahiptir, ancak TLR10 icermez (85).
Bakteriyal ve diger mikrobiyal hiicre duvar1 komponentlerini taniyan TLR1, 2, 4-6 ve
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10 hiicre ylizeyinde bulunurken, bakteri ve viruslarm niikleotid komponentlerini taniyan
TLR3, 7, 8 ve 9 sitoplazmik organellerde 6zellikle de endozomlarda intraselliiler olarak
bulunur (93).

2.4.1. TLR1

TLR1 84 kDa molekiiler agirhiginda olup makrofajlar, dendritik hiicreler, polimorf
niiklear l6kositler, NK hiicreler, B- ve T-lenfositler gibi hiicreler ile ozellikle
monositlerde eksprese olurlar. Doku olarak ise; bobrek, akciger ve dalakta eksprese
edilir. TLR1 seviyesi, Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilerle temastan etkilenmez.
Canli ortam disginda hem monositler hem de graniilositler, Gram-negatif bakterilere
maruz kalindiginda TLR1 ekspresyonuna zit yonde etki yapar (86). TLR1, TLR2 ile
heterodimer olusturur. TLR heterodimerizasyonun onemi tam olarak anlasilmazken,
TLRI1 gibi bazt TLR, TLR2’nin PAMP’a kars1 duyarliligin1 ve spesifitesini artirdigi
diisiiniiliir. Ancak TLR2’nin bir homodimer olarak sinyal vermeyip bu fonksiyon icin
TLR1’e gerek duyduguna dair kanitlar da vardir. TLR1 ayni1 zamanda TLR4 ile de
heterodimer olusturur. Fakat TLR4’lin fonsiyonunu artirmaz tam tersine aktivitesini

inhibe eder (94).
2.4.2. TLR2

TLR2 mRNA ekspresyonu beyin, akciger, kas, kalp ve dalak gibi dokularda gozlenirken
en ¢ok da periferal kan lokositlerinde 6zellikle de myelomonositik orijinli olanlarinda
incelenmistir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere maruz kalindiginda TLR2
mRNA ekspresyonu artar (86). TLR2, TLR1 ve TLR®6 ile birlikte ve daha nadir olarak
da TLR10 ile (95) heterodimerler olusturur ve Gram-pozitif bakteriler (PGN, LTA,
lipoprotein) (25), Gram-negatif bakteriler (lipoprotein), mantarlar (zymosan) (96),
sentetik lipoprotein (97), mikobakterilerin [LAM (lipidden zengin mikobakteriyal hiicre
duvarmin major bir immunstimulator komponentidir)], spiroketler, LPS, glikolipid ve
glikoprotein gibi patojenle iliskili molekiiler yapilar1 tanir. TLR2/TLR6 heterodimeri
LTA, TLR2/TLRI1 heterodimeri ~ bakterilerin ~ hiicre =~ duvarmin triagil
lipoprotein/peptidlerini, TLRI1/TLR6 ise mikoplazmanin diacil lipoproteinlerin
taninmasindan sorumludur (98). TLR2 vasitasiyla bakteriyal lipoproteinler yangi dncesi
sitokin IL-1p prekiirsoriiniin sentezini indiikler. Bakteriyal lipoproteinler ayni zamanda
TLR2 yoluyla kaspaz 1’1 aktive ederek IL-1p sekresyonuna ve proteolizisine neden olur

(99). 84 kDa molekiiler agirhiginda olan TLR2, aym1 zamanda kizamik virusu, insan
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sitomegalivirus, hepatit C virusu gibi viruslar1 da tanima yetenegine sahiptir (95). Son
yillarda yapilan calismalar TLR4 gibi TLR2 komplekslerinin de patojen ile iliskili
yapilar1 tanimak ve sinyalizasyon icin CD14’e ihtiya¢ duydugunu ileri siirmektedir
(100). insanlarda sepsisin yasam tehdit eden komplikasyonlar1, Gram-negatif bakteriler
yanmnda Gram-pozitif bakterilerin meydana getirdigi enfeksiyonlar tarafindan ortaya
cikar. Son zamanlarda Gram-negatif bakterilerin major bir bileseni olan LPS, TLR2
tarafindan hiicresel aktivasyona aracilik ettigi gosterilmistir. LPS gibi Gram-pozitif
bakterilerin temel stimulator komponentleri olan PGN ve LTA, membran proteini olan
CD14’e baglanir ve makrofajlar gibi konakg1 hiicrelerinde trankripsiyon faktorii NF-
kB’nin aktivasyonunu indiikler (25).

2.4.3. TLR3

TLR3 plasenta ve pankreas gibi dokularda yiiksek miktarlarda, daha az oranda da
farenin akciger, beyin ve bobrek dokularmda eksprese edilmis olup 97 kDa molekiiler
agirhigindadir (101). TLR3 ayrica epitel, graniilosit, monosit, T- ve B- hiicrelerinde de
eksprese edilmektedir. TLR3 mRNA ekspresyonu Gram-negatif bakterilere maruz
kalindiginda artarken, Gram-pozitif bakterilerle temasta da belli bir miktar artar. Canli
disinda TLR3 mRNA ekspresyonu, Gram-negatif bakterilere maruz kalimdiginda hem
monositlerde hem de graniilositlerde artmaktadir (86). TLR3 homodimer formda
bulunur, viral veya hiicresel orijinli ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) molekiiliinii tanir (21).
Genellikle TLR’1 hiicre yiizeyinde eksprese edilmesine karsin viral yasam siklusunun
bir iirlinii olan dsSRNA gibi internal PAMP’a duyarli TLR3, hiicre i¢cinde bazen de
lizozomal kisimda yer alabilir (102). TLR3 sinyal yolagmin dsRNA ile uyarilmasi
sonucunda NF-xB ve interferon regulator faktor 3 gibi transkripsiyon faktorleri aktif
hale gecer ve bunun sonucunda yangi Oncesi ve antiviral sitokinler salgilanir (21).
TLR3, miyeloid farklilasma faktor 88’e (Myeloid Differantation Factor 88, MyD88)
bagli olmadan fonksiyonunu siirdiiriir ve cekirdege sinyal gdndermek igin sadece
adaptor TIR domaini igeren adaptor indiikleyici interferona (Toll Interleukin-1 Receptor
Containing Adapter Inductive Interferon, TRIF) ihtiya¢ duyar. Ayn1 zamanda fare
Sitomegolovirus, Reovirus ve influenza virusun neden oldugu infeksiyonlarda gorev

almaktadir (103).
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2.4.4. TLR4

Memelilerde TLR ailesinin ilk tespit edilen iiyesi olan TLR4’iin, LPS’e baglanmasi
lizerine yang1 oncesi NF-kB yolagin1 baslattig1 gosterilmistir. In vivo TLR4 mRNA en
yilksek seviyede dalakta ve periferal kan lokositlerinde (B-lenfositler, dendritik
hiicreler, monositler, makrofajlar, granulositler ve T-lenfositler) eksprese edilmektedir
(104). Diger caligmalar ise TLR4’iin sadece myelomonositik hiicrelerde eksprese
edildigini ve en yiliksek miktarda da mononiiklear hiicrelerde bulundugunu ileri
siirmektedir (86). TLR4’iin TLRS ile olusturdugu heterodimer aktivitesini artirirken,
TLR1 ile olusurdugu heterodimer ise aktivitesini inhibe eder (105, 106).

TLR4 Gram-negatif bakterilerin dig membraninin major komponenti olan ve kuvvetli
bir makrofaj aktivatorii olan LPS’1 tanir ve ayn1 zamanda infeksiyon ve viicudun zarar
goren bolgelerinde serbest birakilan HSP60 gibi konakg¢1 protein molekiillerine baglanir
(11, 45). Makrofajlarin LPS ile stimiilasyonu TNF-a, IL-1, IL-6, 1L-10, makrofaj
inflamasyon protein-1a/p gibi ¢esitli sitokinlerle; prostanoidler, lokotrienler ve nitrik
oksit gibi yangisal efektor substanslarm iiretimiyle sonuglanir (107). TLR4 kompleksi
respiratorik sinsityal virus, hepatit C virusu ve fare meme timor virusu gibi viruslari;
fibrinojen, fibronektin, surfaktan protein A ve B-defensinler gibi endojen ligandlar1 da
tanima kapasitesine sahiptir (95). 90 kDa molekiiler agirhiginda olan TLR4, yangisal
bolgelerde iiretilen fibronektinin bir baska bicimidir. Bazi TLR dogal immun
ligandlarina direkt baglanirken, TLR4 gibi reseptorler bu islem icin yardimci
molekiillere ihtiyac duyarlar. TLR4 sadece ikinci bir polipeptid olan MD-2 varliginda
LPS’lere cevap verir. Bu molekiil TLR4’iin ekstraselliiler domainine baglanir ve LPS’in
lipid igeren bolgesine TLR4’lin baglanmasini saglar. Biitiin bakterilerde bulunmayan
LPS formlarma cevap ikinci bir yardimci molekiil varliginda artar. CD14 olarak
adlandirilan bu molekiil monosit, makrofaj ve notrofil graniilositler tarafindan eksprese
edilen bir membran proteinidir. CD14 molekiiliiniin gorevi LPS-baglayan protein
(Lipopolysaccaride Binding Protein, LBP) olarak adlandirilan bir serum lipid transfer
proteinden LPS’i kabul eder. Lipidlerin cogunda oldugu gibi LPS de c¢ok kiiciik
miktarlarda hiicrelerden salgilanir. Dogal immun sistem hiicreleri tarafindan LPS’in
taninmasinda bu nedenle LPS monomerlerinin ekstraksiyonunu saglayan bir
mekanizmaya ihtiya¢ duyulur. Bu durum lipid baglayan alanlarinda bulunan diger
lipidlerden LPS monomerlerini ayiran LBP’in gorevidir ve daha sonra bu protein LPS

monomerlerinin CD14’e transfer edildigi hiicrelere tasi. CD14 de bu monomerleri
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TLR4-MD2 komplesine sunar. CD14’{in genetik olarak bulunmamasi veya monoklonal
antikorlar tarafindan fonksiyonunun engellenmesi, LPS’e kars1 makrofajlarin ve nétrofil
graniilositlerin duyarhligimi azalti. Buna ragmen bazi bakterilerde bulunan LPS’ye
kars1 hala bir cevap olusabilir. CD14, Mycobacterium tuberculosis’in LAM ve Gram-
pozitif bakterilerin LTA gibi diger bakteriyel hiicre duvar1 bilesenlerine de cevap
gelistirebilir (108, 109).

TLR4’iin subselliiler lokalizasyonu makrofajlarda ve intestinal epitel hiicrelerinde
farklidir. Makrofajlarda TLR4, hiicre yiizeyinde eksprese edilirken liganda baglanmasini
takiben internal pozisyona gecer. Buna karsin epitel hiicrelerinde Golgi aygitinin

yanimda bulunur (110).
2.4.5. TLRS

Ovaryum, prostat ve periferal kan lokositlerinde, en yiiksek seviyede de monositlerde
eksprese edilen (101) TLRS mRNA ekspresyonu hem Gram-negatif hem de Gram-
pozitif bakterilere maruz kalindiginda artar. TLRS 91 kDa molekiiler agirliginda
homodimer formda bulunmakla birlikte TLR4 ile heterodimer de olusturabilir ve
flagellal1 bakterilerin flagellin proteinini tanir (111, 112). TLRS’in flagellin ile
baglanmas1 sonucu TNF-a gibi inflamatuvar sinyal olusur. In vitro yapilan ¢alismalar
TLRS’in Gram-negatif bakterileri tanimada epitel hiicrelerinin major bir sensorii
oldugunu, intestinal ve korneal epitel hiicrelerinde NF-xB ve yangi Oncesi gen
aktivasyonuna Onciiliik eden anahtar sinyal yolaklarini aktive ettigini ortaya ¢ikarmigtir.
TLRS intestinal epitelin basolateral yiizeyinde eksprese edilir. Bu yiizden flagellinin
yangi Oncesi gen ekspresyonunu aktive edebilmesi icin intestinal epiteli gecip
basolateral membranla kontak kurmasi gerekmektedir (113). TLR2, TLR4 ve TLR6
bir¢ok farkli mikrobiyal ajana cevap verebilirken, TLRS5 ve TLRO tek bir yapiy1 spesifik
olarak taniyan reseptorlerdir (114).

2.4.6. TLR6

In vivo TLR6 timus, dalak ve akcigerde 6zellikle de B-lenfositler ve monositlerde
eksprese edilmektedir. TLR6 91 kDa molekiiler agirhiginda olup TLR?2 ile heterodimer
olusturur. TLR1 gibi TLR6 da TLR2’nin PAMP molekiiliine karsi duyarliligini ve
spesifitesini artirir. Ayn1 zamanda heterodimerizasyon yoluyla sinyal verme kapasitesine
de katkida bulunur (102). TLR6, Mikoplazma tiirevli lipoproteinleri ve
peptidoglikanlar: tanir (97).
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2.4.7. TLR7

TLR7 insanlarda, memeli hayvanlarda ve kanath tiirlerinde antiviral immun yanitin
baslatilmasinda 6nemli bir rol oynayan immun bir gendir. in vivo TLR7 mRNA kalp,
kemik iligi, akciger, plasenta, dalak, lenf diiglimii ve tonsil gibi organlarda eksprese
edilmesine karsm en yiiksek diizeyde monosit, B-lenfosit ve dendritik hiicrelerde
eksprese edilir. 121 kDa molekiiler agirliginda olan TLR7’nin ekspresyonu in vitro
ortamda Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere maruz kalindiginda monositler ve
graniilositlerde artar (86). TLR3 gibi TLR7 de intraselliiler olarak lokalize olmustur.
Dogal ligandlar1 hala bilinmemesine karsin, TLR7 imidazoquinolin olarak adlandirilan
bir grup kiiciik sentetik antiviral bilesiklere (115), tek sarmalli RNA’ya (24) ve sentetik
niikleotid tiirevlerine (115, 116) baglanir. Anti-viral ve anti-tiimor ozelliklere sahip olan
imiquimod ve R-848 gibi imidazoquinolin bilesikleri diisitk molekiiler agirlikta olup,
cesitli hiicrelerde IFN-o0, IL-12 ve diger sitokinlerin sentezini uyarimlar (115).
Imiquimod ilk olarak herpes simplex virus ile enfekte kobaylarda tanimlanmistir ve bu
bilesik su anda insan papillomavirus enfeksiyonunun neden oldugu dis genital ve
perianal sigillerin tedavisinde kullanilmaktadir (117). R-848 ise imiquimod’un kuvvetli
bir tiirevidir ve bu bilesikte klinik tedavilerde kullanilmaktadir (118). TLR7 influenza
virus ve vezikular stomatitis virusu gibi tek sarmalli RNA viruslarinin neden oldugu
enfeksiyonlar tarafindan aktive edilir. Viral niikleik asitler tarafindan TLR7’nin
stimulasyonu, tip 1 IFN cevabimna, biiyiikk miktarlarda IFN-o salgilanmasma ve
inflamatuvar sitokinlerin (IFN-f, IL-6, IL-12, TNF-q) iiretimine neden olur (119). TLR7
tarafindan niikleik asitlerin taninmasmi takiben MyD88 olarak adlandirilan ve TIR-
iceren adaptoriin toplanmasina yol acar. MyD88, IL-1 reseptor iliskili kinaz
(Interleukin-1 Receptor Associated Kinase, IRAK) ailesinin tiyeleri IRAK1 ve IRAK4)
ve doniistiiriicii biiylime faktor kinazin (Transforming Growth Factor Kinase, TAK1)
aktivasyonunu baslatan tiimor nekrozis faktor (TNF)—iliskili faktor 6 (Tumor Necrosis
Factor Receptor Associated Factor, TRAF6) ile bir kompleks olusturur ve bu durumda
NF-kB’nin aktivasyonu ile sonu¢lanir. TLR7 nin loxoribine ve broprimine gibi diger

sentetik kimyasallar1 da tanidig1 gosterilmistir (120).
2.4.8. TLRS

TLR8 120 kDa molekiiler agirliginda olup TLR7 ve TLR9 ile yakindan iliskilidir. TLR8
mRNA akciger, dalak, plasenta, lenf diigiimii, kemik iligi ve periferal kan 16kositlerinde

en cok da monositlerde eksprese edilir. In vitro ortamda Gram-negatif bakterilerle
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temasa gelindiginde monosit TLRS8 ekspresyonu artarken, graniilosit TLR8 ekspresyonu
azalir (86). TLRS8 intraselliiler olarak lokalize olmustur ve TLR7 gibi dogal ligandlar1
bilinmemesine ragmen imidazoquinolinlere (121), tek sarmalli RNA’ya (24) ve sentetik

niikleotid tiirevlerine (115, 116) baglanir ve sitokin salinimima neden olur.
2.4.9. TLRY

TLRY 116 kDa molekiiler agirhiginda olup, TLR7 ve TLRS ile yakindan iliskilidir. In
vivo TLR9 mRNA dalak, iskelet kasi, lenf diiglimii, kemik iligi ve periferal kan
lokositlerinde, 6zellikle de B-lenfositler ve dendritik hiicrelerde ekspresedir (122).
TLRY9 homodimer formda bulunur; bakteriyal ve bazi viral niikleik asitlerde bulunan
non-metilli deoksisitidil-fosfat-deoksiguanozin (CpG) diniikleotidleri tanir (23). Buna
karsin memeli DNA’s1 daha az siklikta CpG diniikleotidlerine sahiptir ve cogunlukla da
metillenmistir. Bu yiizden memeli DNA’s1 immunstimulator aktiviteye sahip degildir
(123). Metillenmemis DNA’y1 iceren PAMP’larin bulundugu lizozomik ve endositik
kompartimanlarda intraselliiler olarak bulunur (18). Diger TLR’i hiicre yiizeyinde
eksprese edilmesine karsin, TLR9 (TLR3, TLR7 ve TLR8 dahil) bir intraselliiler

reseptordiir.
2.4.10. TLR10

TLR10 95 kDa molekiiler agirhginda olup, TLR1 ile TLR6’nin homologudur ve
farelerde sadece psdydogen olarak bulunmasma ragmen ¢ogunlukla immun sistem ile
iliskili dokularda (dalak, lenf diigiimii, timus, tonsil) (124) ve Ozellikle de B-
lenfositlerde (86) eksprese olur. TLR10 ligandlar1 ve iliskilerine dair ¢cok az sey
bilinmesine karsin TLR1 ve TLR6 gibi, TLR2 ile heterodimer olusturdugu ve benzer
PAMP’a kars1 duyarli oldugu ileri siiriilmektedir (94).

Son zamanlarda yapilan c¢aligmalar farelerde bulunan TLR11’in protozoon bir parazit
olan Toxoplazma gondii’deki profilin benzeri proteine ve iiropatojenik Escherichia
coli’ye baglandigini, insanlarda ise TLRI11’in psdydogen olarak bulundugunu
gostermistir. Bu profilin benzeri protein TLR11 vasitasiyla fareye ait dendritik hiicreleri
aktive ederek IL-12 iiretimini baglatir. Ayni zamanda in vivo ortamda parazitin
indiikledigi IL-12 iiretimi ve paraziter enfeksiyona direng icin TLR11’e ihtiya¢ duyulur
(125, 126).

TLR12 yiiksek oranda karaciger, sidik kesesi ve bobrekte zayif olarak da dalakta
eksprese edilmisti. TLRI12 de iiropatojenik bakteriler tarafindan olusturulan
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enfeksiyonlara yanit vermede gorevlidir (85).

TLR13 faredeki TIR domaine homolog olarak identifiye edilmigstir. TLR13’lin TLR3 ile
yakin iliskide oldugu bilinmektedir (127).

Tavuk genomu biyoinformatik analiz yoluyla incelendiginde omurgalilarda bilinen
TLR’den farkli bir reseptor tamimlanmustir. TLR15 olarak tanimlanan bu reseptor
kanathh hayvanlara spesifiktir. Orijinal TIR ve transmembran domainlere, farkli
dizilimde ekstraselliiler 16sinden zengin bolgelere sahiptir ve kromozom 3 iizerinde
bulunur. TLR15 mRNA saglikli tavuklarm dalak, bursa fabricius ve kemik iliginde

eksprese edilir ve temel konak¢1 savunmasinda 6nemli bir role sahiptir (128).
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2.5. TLR SINYAL YOLAKLARI

TLR ile iligkili sinyal yolaklar1 hala a¢iklanmaya devam ederken, bu yolaklarda ¢ok
sayida spesifik molekiilin rol aldigi bilinmektedir. Bunlar; MyD88 (Myeloid
Differentation Factor 88), MyD88 adapter-like (MAL), Toll/Interleukin-1 Receptor
(TIR), Tol/IL-1R domain containing adapter protein (TIRAP, TRAM), TIR domain
containing adapter inductive interferon (TRIF, TICAMI olarak da bilinir) gibi adaptor
molekiillerdir. Diger anahtar sinyal proteinler ise; IRAKI, 2, 4 gibi IL-1 reseptor iliskili
kinazlar, Transforming Growth Factor (TGF)-B-activated protein kinase (TAK-1),
Inhibitor-«B (IxkB) kinase ve TNF receptor associated factor (TRAF) kapsar (85, 129,
130).

2.5.1. MyD88-bagimh yolak ve proinflamatuvar sitokin iiretimi: Cesitli PAMP
ligandlarina ragmen, TLR3 haricindeki diger TLR’ler adaptor bir molekiil olan MyD88
ile genel bir sinyal yolagini paylasirlar. MyD88 biitiin TLR’lerde TNF-a ve IL-12 gibi

inflamatuvar sitokinleri indiiklemek i¢in gereklidir.

MyD88 molekiilii C-terminal bolgesinde TIR domainine, N-terminal bolgesinde de
death domaine (DD) sahipti. PAMP’in TLR’ine baglanmasi, TIR 1n aktivasyonuna
neden olur ve bunun iizerine TLR’lerin kendilerine ait TIR domainleri ile MyD88’in
TIR domainleri etkilesime girerek MyD88’in toplanmasina yol acar. MyD88’in DD’i
daha sonra IRAK ve IRAK4’iin DD’e baglanir. IRAK’lar N-terminal DD’ne ve
merkezde serin/treonin-kinaz domainine sahipti. MyD88’in IRAK ve IRAK4’e
baglanmasi onlarin fosforilasyonuna ve aktivasyonuna neden olur. Fosforlanmig
IRAK’lar daha sonra MyD88’den ayrilir ve TRAF-6 ile birlesir. TRAF6, TAKI ve
mitojenler tarafindan aktif edilen protein (MAP) kinaz kinaz 6 (Mitogen Activated
Kinase Kinase-6, MKK6) nin aktivasyonunu indiikler ve sirasiyla transkripsiyon faktor
Niiklear Faktor-xB (NF-xB), c-Jun N-terminal kinaz (JNK) ve p38 MAP kinaz aktif
hale gecer. Bu yolaklarin aktivasyonu interselliiler hiicre adhezyon molekiilii
(Intercellular Cell Adhesion Molecule, ICAM)-1 ve E-selektin gibi adhezyon
molekiilleri yaninda TNF-a, IL-6, IL-8, IL-18 gibi sitokin ve semokinleri iceren ¢oklu
genlerin ekspresyonu icin gereklidir (90, 131-133). Son yillarda yapilan ¢aligmalarda
TLR1/2, TLR2/6 ve TLR4’tin MyD88 bagli yolaklarinda olan fakat diger TLR’ni
kapsamayan ikinci bir TIR iceren adaptor protein (TIRAP)/MAL identifiye edilmistir.
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TIRAP/MAL, IRAK?2 ile etkileserek NF-kB aktivasyonuna yol acar (134). MyD88 ve
MAL, LPS’e cevapta NF-kB aktivasyonunun erken fazinda sorumlu iken, TRIF ve
TRAM’1in bu molekiillerden yoksun farelerde NF-xB aktivasyonunun gec¢ fazindan

sorumlu oldugu ileri siiriilmektedir (135).

2.5.2. MyD88-bagimsiz yolak ve interferon iiretimi: TLR3’iin ligand1 olan ¢ift
sarmalli RNA, MyD88’in devre dis1 birakildigi farelerde NF-xB aktivasyonunu
uyarabilmektedir. Bu durum TLR3 sinyal yolaginin MyD88 bagimsiz oldugunu
gostermistir (21). Genel MyD88 aracili sinyal yolagina ek olarak, MyD88 bagimsiz
yolaginin {igiinci bir TIR iceren adaptor molekiill (TRIF/TICAM) kapsadigi
saptanmistir. Bu molekiil TLR3 ve TLR4 sinyal yolag: icin gereklidir. Ayn1 zamanda
transkripsiyon faktor ve IFN diizenleyici faktor 3 ve 7’nin indiiklenmesine, IFN-f’nin
devaml iiretimine, dendritik hiicrelerin olgunlagmasina ve aktivasyonuna neden olur

(136).

Son zamanlarda dordiincii TIR igeren adaptor molekiil olan, TRIF-iliskili adaptor
molekiilin (TRAM), TLR4 aracili fakat TLR3 aracili olmayan MyD88 bagimsiz
yolaginda IFN-f iiretiminde Ozellestigi gosterilmistir. Bu nedenle TIRAP, TRIF ve
TRAM, TLR-aracili sinyal yolaginda bir 6neme sahiptir (135).

Spesifik TLR’lerin aktivasyonu, gen ekspresyon profillerinin modellerinde farklhidir.
Ornegin; TLR3 ve TLR4 sinyal yollarinin aktivasyonu sonucunda Tip 1 interferon
indiiklenirken, TLR2 ve TLRS aracili yollarin aktivasyonunda Tip 1 indiiklenmez.
Ayrica TLR3 ve TLR4 aracili tip 1 interferonun indiiklemesi TLR7, TLR8 ve TLR9

aracili tip 1 interferonun indiiklemesinden farkhidir (85).

TIR iceren proteinler, memeliler, kuslar, insektler, nematodlar ve bitkilerde identifiye
edilmistir. Savunma fonksiyonu yaninda bazi TIR proteinleri (Drosophila Toll ve genel
omurgasiz TIR iceren proteinler), embriyonal yasam boyunca farklilasmada (6rnegin;

dorso-ventral polarizasyon) ek bir role sahiptirler (88).
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Sekil 2.1. Toll-like reseptorlerinin sinyal yolagi (Toll-like receptors and the eye” makalesinden alinmistir)

2.6. TOLL-LIKE RESEPTORLERIN iMMUN YANITA ETKIiLERIi

Konagin patojen ajanlara karsi olusturdugu immun yanit, birbiriyle iliskili olan dogal
(innate, nonspesifik) ve kazanilmis (spesifik, adaptif, edilgen) yanitlardan olusur. Dogal
immun yanit hiicreleri periferde bulunurlar ve hizli yanit olustururlar. Antijene 6zgii
olmayan (nonspesifik) bu yanit; sitokin salgilama (6zellikle IFN, TNF, IL ve semokin),
komplement aktivasyonu, fagositoz ve yiizey savunma mekanizmalarindan ibarettir.
Adaptif immun yanit sekonder lenfoid organlar tarafindan yonetilir, daha yavas gelisir,
uzun siirelidir ve antijene 6zgiidiir (137). Dogal immun sistemin reseptorleri, drnegin
biitiin Gram-negatif bakterilerde bulunan LPS’ler gibi patojenlerde bulunan yapilar:
tanirken, adaptif immun sistem tek bir patojendeki tek bir epitopu tanir (138). Dogal
immun yanit, esas olarak dendritik hiicreler, makrofajlar, NK hiicreleri, nétrofil
graniilositler, lenfositler ve epitel hiicrelerini kullanir. Adaptif immun sistem ise, antijen
sunan hiicreler (Antigen Presenting Cell, APC), dendritik hiicreler, B-lenfositler ve
makrofajlar1 kullanir. Dogal immun sistem biitiin multiselliiler canlilarda bulunurken,

adaptif immun sistem sadece omurgalilarda bulunmaktadir (137).
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Epiteliyal bariyere veya dokuya penetre olan mikroorganizmalar, dokularda bulunan 3
tip nobet¢i immun hiicre tarafindan karsilanir: doku makrofajlari, mast hiicreleri ve
olgunlasmamis dendritik hiicreler. Bu nobet¢i hiicreler, normal hiicre dongiisii
sonucunda ortaya cikan apopitotik partikiilleri ve infeksiyonun neden oldugu
partikiilleri aywrabilecek niteliktedir. Bu 6nemli ayirimi yapmaktan sorumlu molekiiller
ise TLR’dir. TLR tarafindan mast hiicrelerinin ve makrofajlarin stimiilasyonu yangi
oncesi sitokinlerin ve lipid mediatorlerinin salgilanmasma ve sentezine neden olur,
dolayisiyla da hem ¢oziilebilir immun bilesiklerin hem de kandan immun hiicrelerin

toplanmasina yol acan inflamatuvar cevabi baslatir (90).

TLR’ler mikrobiyal iirlinlerin primer sensorleri gibi davranir, immun ve inflamatuvar
genlerin sentezini bagslatacak mekanizmalar1 devreye sokararak T ve B lenfositlerden
olusan kazanilmis (adaptif) immun yanit1 etkiler. TLR liganda baglaninca aktive olur ve
intraselliiler kismi araciligiyla NF-xB ve mitojenle aktive edilen protein kinaz ailelerini
uyarir. NF-kB, TNF-o, IL-1, IL-6 ve IL-8 gibi sitokin ve yangi Oncesi iriinlerin
genlerini aktive eder. Bu siire¢ konagin dogal immun cevabidi. TLR dendritik
hiicrelerin T hiicrelerini daha etkin bir sekilde uyarmasmi saglayan ko-stimulan
molekiillerin de seviyelerini artirir. TLR patojenlerin fagositozunu uyarir, fagozom
icerigine kars1 gelisen inflamatuvar yaniti giiclendirir ve bdylelikle fagosite edilmis
bakterinin 6ldiiriilmesi kolaylasir. TLR aktivasyonu apopitoza da neden olabilir. LPS’in
ya da lipoproteinlerin TLR4 ve TLR2/6 iizerinden apopitozu uyarabildikleri
gosterilmistir. TLR4 enfekte hiicrelerin apopitoza ugramasi, konagin enfeksiyonu

ortadan kaldirmasina yardimci olabilir (139).

TLR iligkili NF-kB’nin aktivasyonu ile salinan enzimler, sitokinler ve mediyatorler
konagin antimikrobiyal savunmasini uyarir ve inflamatuvar olaylar tetiklerler. Bu siire¢
patojenin ortadan kaldirilmasmi saglar. Inflamatuvar reaksiyon simirlandirilamazsa,

konak hiicrelerinin harabiyetine neden olabilir (129, 133).

Farkli TLR’ler farkli sitokin kombinasyonlarmin sentezini uyarirken, farklt mikrobiyal
molekiiller de ayn1 hiicrede bile farkli cevabin olugsmasina neden olabilir. TLR yalnizca
yangi gibi dogal immun yanit1 tetiklemekle kalmaz, ayn1 zamanda kazanilmis immun
yamt1 da baslatir. Ornegin; TLR4 immun sistem hiicrelerinin giiclii bir uyaricis1 olan

sitokinlerin makrofaj ve dendritik hiicrelerden tiretilmesini saglar (90).

TLR mikrobiyal molekiillerin yanisira zarar gormiis hiicrelere ait molekiilleri de
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taniyabilirler. Zarar gormiis hiicreler hiicre zarinda bulunan heparin siilfat fragmentlerini
ekstraseliiler sivilara verir ve TLR4 bu molekiile baglanarak fagositik hiicreleri aktive
eder. Bunlarin diginda fibrinojen, 1s1 sok proteinleri gibi diger molekiiller de zarar

gormiis hiicrelerden salgilanir ve TLR4 araciligi ile makrofajlar: aktive ederler (90).
2.7. DiST GENITAL SISTEMDE TOLL-LIKE RESEPTORLER

Disi genital sistemin mukozasini drten epitel hiicreleri ¢esitli TLR’1 tagirlar. Disi genital
sistemde TLR seksiiel siklus sirasinda konak¢r savunmasinda dnemli rol oynarlar ve
gebelik sirasinda maternal-fotal ara ytizeylerine ait dokular TLR aracilifiyla patojenleri
tanir ve onlara karst yamt olustururlar (140). insan da TLR1-3, 5 ve 6 vaginal ve
servikal epitel hiicrelerinde rapor edilmistir (141). TLR4’tin sadece endoserviks,
endometriyum ve tuba uterinada eksprese oldugu, ancak vagina ve ektoservikste
bulunmadig: bildirilmektedir (142). Pioli ve ark (2004) TLR2 ve TLR4’iin disi genital
sistemin farkli bolimlerinde farkli miktarlarda gozlendigini, Ornegin serviks ve
vaginada en yiiksek miktarda iken tuba uterinada en diisiik miktarda eksprese
olduklarim1 belirtmislerdir (143). Insanda ovidukt, endometriyum, serviks ve
ektoservikste MyD88 ve CD14 ile birlikte TLR1-6 mRNA’larinin ekspresyonu rapor
edilmektedirler. insanda vajinal ve servikal epitel hiicrelerinde TLR1-6, iist genital
sistemde Ozellikle wuterus epitel hiicrelerinde ise TLRI1-9 eksprese edildigi
belirtilmektedirler (91). Ayrica TLR2’nin ovidukt ve endometriyumda daha yiiksek
oranda bulundugu, TLR4’iin ise genital kanalin {ist boliimiinden asagi boliimlerine
dogru giderek azaldig1r ve ovidukt ile endometriyumda servikse nazaran daha yiiksek
oranda bulundugu bildirilmektedir (143). TLR’leri endometriyal epitel hiicrelerinin yani
sira stromal hiicrelerde de bulunmaktadir. Ornegin; TLR4 stromal hiicrelerde bulunan
bir reseptordiir (144). Alt genital sistemdeki epitel hiicrelerinin farkli TLR’1 icerdigi
gosterilmistir. TLR1-3 ve TLR6 endoservikal epitel hiicreleri tarafindan, TLR1-3, 5 ve
TLR6 ise servikal ve vaginal epitel hiicreleri tarafindan iiretilmektedir (141). Insanda
servikal epitel hiicrelerinin TLR3 ve 9’u eksprese ettikleri ve bu reseptorlerin viral ve
bakteriyal patojenlerle olusan enfeksiyon sirasinda alt genital kanalda antiviral bir
cevrenin saglanmasinda ve yangi Oncesi sitokinlerin diizenlenmesinde ©nemli rol
oynadiklar1 belirtilmektedir (31, 145). Endometriyal epitelde TLR3 ligasyonunun etkisi
onemlidir. Ciinkii endometriyum viral ve bakteriyel enfeksiyon i¢cin onemli bir alan

olusturur (31).
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Insanda endometriyumda TLR3 mRNA ekspresyonu Ostrus siklusuna bagli olarak
degismektedir. Sekretorik fazin orta ve son donemlerinde TLR3 ekspresyonu en fazla
iken, proliferatif fazda en diisiik miktarlardadir. Ayn1 zamanda TLR3 ekspresyonu
luminal epitelde yiiksek, glanduler epitelde ise daha diisiik seviyelerdedir. TLR3 pozitif
hiicrelerinin stimulasyonunun ve dsRNA’l1 insan endometriyal epitel hiicrelerinin TLR3
bagimli IFN-, IL6 ve IL8’in ekspresyonlarma yol actig1 bilinmektedir (31).

Insanda menstural siklus sirasinda TLR1-10 genlerinin endometriyal dokuda eksprese
oldugu, bunlardan TLR2-6, 9 ve 10 genlerinin sekretorik faz sirasinda menstural
siklusun diger fazlarina kiyasla daha yiiksek oranda oldugu, TLR2-4 ve TLR9 un ise
perimenstural fazda yiiksek oldugu bildirilmistir. TLR7-10"nun endometriyal epitelde
ve endometriyum stromasinda bulundugu tespit edilmistir (146).

Fareye ait vagina epitelinde TLR’in ekspresyonu Ostrus siklusuna gore degismektedir
(29). TLR’ler epiteliyal tabakanm yikimlandigr menstruasyon doneminde PAMP’a kars1
cevapta rol oynayan uterus NK hiicrelerinde ve implantasyon ile erken gebelikte anahtar
bir role sahip endometriyal hiicrelerde de eksprese edilmektedir. Farede de TLR6
ekspresyonu uterus epitelinde de demonstre edilmistir (29).

Uterusta bulunan NK hiicrelerinde TLR2, TLR3 ve TLR4 eksprese oldugu
bildirilmektedir. TLR3 ve TLR4 hiicrenin yiizeyinde bulunurken, TLR2 bu hiicrelerin
sadece intraselliller kompartimaninda bulunur. Insanda dendritik hiicrelerin de
intraselliiler kompartmaninda TLR2 eksprese edilmektedir. Uterus NK hiicreleri, diger
endometriyal hiicrelerin varliginda bir TLR2 agonisti olan PG’a cevap olarak IFN-y
tiretir (147).

TLR’ler gebe uterusta da bulunmaktadir. Gebeligin hem ilk trimester, hem de gec
donemlerinde TLR ekspresyonunun incelendigi birka¢ calisma bulunmaktadir. insan
plasentasinda TLR2 ve TLR4 anne ve fotiis arasinda bariyer olusturan ve periferal
koriyonik villusu orten trofoblastlar iizerinde en yiiksek diizeyde eksprese olur (30).
TLR2 ve 4’iin amniyon kesesi epitelinde eksprese oldugu, TLR2 ekspresyonun bu
hiicrelerin bazolateral yiizeyinde siirli oldugu bildirilmektedir (148). Gebeligin ilk
trimesterinde desidual hiicrelerde TLRI1, 2 ve 4, plasental dokularda ve trofoblast
hiicrelerinde ise TLR2 ve 4 yiiksek oranda ekspresedir (140). Bu nedenle de gebelik
boyunca uterus i¢i enfeksiyonlar TLR ile birlikte trofoblast hiicreleri iizerinde direkt
etkiye sahiptir. Ciinkii meydana gelen enfeksiyon plasental gelisimi ve fonksiyonunu

etkileyebilir. IIk trimester doneminde trofoblast hiicrelerinde hem TLR2, hem de TLR4
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eksprese edilir ve bakteriyal {iiriinlerle TLR2 nin baglanmasi trofoblast hiicrelerinde
apopitotik yolaklarin aktivasyonuna neden olur (149).

TLR2 tarafindan hem apopitozis hem de nuklear faktor—xB (NF-kB)’nin aktivasyonuna
bir adaptor molekiil olan MyD88 aracilik eder. MyD88 araciliginda TLR2 Fas-iliskili
death domain protein (Fas-Associated Death Domain protein, FADD) ve kaspaz 8’1
kapsayan yolaklar ile apopitozis sinyalini baslatir. Ayn1 zamanda MyD88’in FADD’ye
baglanmas1 apopitozisin indiikklenmesi i¢in yeterlidir (99). Buna karsin TLR4’{in
ligasyonu ilk trimesterde trofoblast hiicrelerinde sitokinlerin iiretimi ile sonuclanir
(149). Gebeligin ilk trimesterinde bu reseptorleri (TLR2 ve TLR4) eksprese eden
trofoblast hiicre popiilasyonlar1 villoz sitotrofoblastlar ve ekstravilloz trofoblast
hiicreleridir. Sinsityotrofoblast hiicreleri de bu reseptorleri eksprese etmektedirler (30,
149, 150).

Sigir endometriyumunda yapilan bir ¢aligmaya TLR ekspresyonunun endometriyal
epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerde farkli oldugunu gdstermistir. Buna gore epiteliyal
hiicrelerde TLR1-7 ve TLRY eksprese edilirken, stromal hiicrelerde TLR1-4, TLR6,
TLR7, TLRY ve TLR10 eksprese edilmektedir (151). Sigirlarda oldugu gibi insanlarda
da TLR hem endometriyal epitel hiicrelerinde, hem de stromal hiicrelerde

bulunmaktadir (92).
2.8. ANTIMIKROBIiYAL PEPTIiDLER

Dogal immun sistemde TLR ve dogal antimikrobiyal peptidler [sekretorik lokosit
proteaz inhibitor (SLPI), elafin ve defensinler] anahtar bir role sahiptir. Epiteliyal
yiizeyden salgilanan bu dogal antimikrobiyal peptidler bircok mikrobiyal patojenin
membran yapisini bozarak etkilerini gosterirler (152). Mukozal yiizeylerde bulunan
TLR’ler ise mikrobiyal molekiiler yapilar1 taniyarak intraselliiler sinyal yolaklarini
baslatir ve dolayisiyla NF-xB bagimli ya da bagimsiz sitokin ve semokin salgilanmasini

indiiklerler (86).

Antimikrobiyal peptidler, mikroorganizmalarin gelismesini inhibe etme kapasitelerine
gore smiflandirilan kiiciik katyonik polipeptidlerdir. Dogal immunitenin efektorleri
olarak antimikrobiyal peptidler (153) bakteri, mantar ve viruslar1 direkt olarak
oldiiriirler (154). Aym1 zamanda bu peptidler hiicresel ve edinsel immunitenin aktif
mekanizmalarimi ve lokal inflamatorik yaniti1 degistirirler (155). Bu peptidlerin

biiytikliikleri, bilesimleri, aktivite mekanizmalar1 ve antimikrobiyal ozgiinliikleri
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farklhidir. Antimikrobiyal peptidlerin 900 farkl tiirii belirlenmesine karsilik (156) bu
peptidler yiiklerine, fonksiyonal benzerliklerine ve ii¢ boyutlu yapilarina gore ii¢ gruba
ayrilirlar; anyonik antimikrobiyal peptidler, katyonik antimikrobiyal peptidler ve biiyiik
antimikrobiyal peptidler (157).

2.8.1. Anyonik Antimikrobiyal Peptidler

Anyonik peptidler (Anyonic Peptide, AP) insan, koyun ve sigir akcigerinde bulunan
kiigiik antimikrobiyal peptidlerdir (158-160). Anyonik peptidler, sentez sirasinda aktif
proteinlerin katyonik yiiklerini notralize eden aspartatin homopolimerik béliimlerinden
dolay1 anyoniktirler ve onlarin bakteriyal aktiviteleri i¢in kofaktdor olarak c¢inko
gereklidir. Anyonik peptidlerin zimogen gibi biiyiik peptidlerin posttranslasyonal

yariklanmasi sonucu olusan tiriinler olduklar: diisiiniilmektedirler (161).
2.8.2. Katyonik Antimikrobiyal Peptidler

Katyonik antimikrobiyal peptidler insan ve evcil hayvanlarda bulunurlar (162). Ancak
bilesimleri, yapilar1 ve dagilimlart tiirler arasinda farkliliklar gosterir (156, 163-166). Bu
peptidler antimikrobiyal etkilerinin yani sira antitimor benzeri mitojenik aktivite de
gosterirler. Ayrica sinyal trandiiksiyon yolaginda 6nemli rol oynarlar (167). Memelilerde
katyonik antimikrobiyal peptidler defensinler ve kathelisidinler olmak tizere iki gruba
ayrilirlar (168, 169).

2.8.2.1. Defensinler

Defensinler, C-terminal katyonik peptid ve anyonik prosegment peptidten olusan 93-96
amino asit olarak sentezlenirler. Elastaz, metalloproteinaz veya diger proteolitik
parcalanma yoluyla prosegmentten C-terminal peptidin serbest birakilmasi
antimikrobiyal peptidleri aktif hale gecirir. Aktif olan peptidler 29-35 amino asitten
olusmaktadir. Daha sonra bu peptidler bakteri, mantar, virus ve mayalara kars1 genis
spektrumlu antimikrobiyal aktivite gosterirler (170). Toksinler veya enfeksiyonlar
tarafindan indiiklenen bu dogal antibiyotikler etkilerini mikrobiyal membran iizerinde
porlar acarak ya da permeabiliteyi artirarak gostermektedirler. Daha sonra acilan bu
porlardan defensinler ve diger konak¢i savunma molekiilleri girerek igerigin disari
cikmasini saglarlar. Boylelikle iyon yogunlugu degisen hiicre daha sonra 6liir (171). Bu
kiiciik katyonik peptidler bakteri membranlarini olusturan negatif yiiklii fosfolipidleri
hedef alir. Memeli konakg1 hiicre membranlar1 bu peptidlere daha az duyarhdir. Ciinkii

onlarn membranlar1 elektrik olarak nodtral zwitteriyonik (zwitter: hermafrodit)



40

fosfolipid ve kolesterol icerir. Defensinlerin aktivitesi tuz konsantrasyonuna baglhdir
(172). insan ve kobaylarda nétrofil graniilositlerce iiretilen defensinler antibakteriyel
aktivite icin diisiik iyonik kuvvete ihtiya¢ duyarlar ve onlarin etkileri NaCl’tin fizyolojik
konsantrasyonlar1 (150 mM) tarafindan bozulur (173). Defensinler dogal ve adaptif
immun sistem arasinda bir bag olustururlar. Ayn1 zamanda immunkompetent lokositlerin
kemotaktik mobilizasyonu  yoluyla adaptif antimikrobiyal immun yanitin
indiiklenmesine katkida bulunurlar (174). Alti-sistein ve ii¢-disiilfit kopriilerinden
olusmus, arjininden zengin, 3- ila 6-kDa agirliginda olan defensinler disiilfit kdpriiniin
sirast ve molekiiler yapisindan dolayi alfa (a)-, beta (B)-, ve teta (6)-defensinlere ayrilir
(175).

a-defensinler Paneth hiicreleri, notrofiller ve epitel hiicreleri tarafindan iiretilirken, f-
defensinler keratinositler ve epitel hiicreleri tarafindan {iretilirler (176, 177).
Notrofillerde bulunan o-defensinler insan notrofil peptid (human neutrophil peptide,
HNP) 1, 2, 3, 4 olarak tanimlanirken, epitelde bulunan a-defensinler human defensin
(HD) 5, 6 olarak tanimlanirlar (178). B-defensinler [insan B defensini, human [ defensin
(HBD)] ise bagirsak, akciger gibi epiteliyal yiizeylerde bulunur (179). 6-defensinler
maymun lokositlerinde identifiye edilmislerdir ve a-defensinlerden gelistikleri
diisiiniilmektedir (180). 0-defensin mRNA transkriptleri insanda kemik iligi, dalak,
timus, testis ve iskelet kasinda bulunmustur (181).

Endometriyal epitel hiicreleri bir o-defensin olan insan defensin (human defensin,
HDS), sekretorik lokosit proteaz inhibitorii (Secretoric Leucocyte Protease Inhibitor,
SLPI) ve CCL20/makrofaj inflamatuvar protein (Macrophage Inflammatory Protein-3a,
MIP3a) (CCR6’nin semokin ligand1) gibi antimikrobiyal faktorleri salgilarlar (141, 182-
186). HDS en cok sekretorik fazda bulunmaktadir. Ayn1 zamanda HDS, vagina, serviks
ve oviduktta demonstre edilmektedir (185).

Mukozal yiizeylerde epitel hiicreleri tarafindan iiretilen defensinler, B-defensinler’dir.
Insan B-defensinlerinin temel gorevi mukozal yiizeyi ve epitel hiicrelerini mikroplara
kars1 korumak iken, o-defensinlerin fonksiyonu immun hiicrelerin vaskularize dokulara
gecisine izin vermektir (187). Son yillarda yapilan caligmalar insan genomunda 28
defensin benzeri sekansin oldugunu fakat bunlardan sadece HBD 1-6’nin tanimlandigini
gostermektedir. B-defensinler temel olarak eksprese edilen (mesela HBD-1) ve yangisal
olarak ya da patojen tiirevli stimiilasyon iizerine indiiklenen olmak iizere iki alt sinifa

ayrilir. Antimikrobiyal gorevleri disinda B-defensinler, dogal ve edilgen immun sistem
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arasinda etkilesimi saglayan kemotaktik ajanlardir (188).

B-defensinler antimikrobiyal etkileri yaninda immunmodiilator etki de gosterirler.
Ornegin PB-defensin bir semokin reseptorii olan semokin (C-C motif) reseptor 6
(CCR6)’ya baglanir ve bellek T-hiicreleri ile olgunlasmamis dendritik hiicreler icin
kemotaktik etkiye sahiptirler (189). Insanlarda simdiye kadar alt1 B-defensin identifiye
edilmistir. HBD1 iirogenital sistemde primer olarak bulunur ve devaml iiretilir, fakat
HBD2 ve HBD3 genellikle infeksiyon durumunda indiiklenir (15). Bu molekiiller
gebeligi ve fertiliteyi tehdit eden enfeksiyonlara karsi koruyucu 6zellige de sahiptirler.
Uterus epitel hiicreleri ve lokositler tarafindan iiretilen HBD ekspresyonu steroid
hormonlar (6stradiol ve progesteron) tarafindan yonetilen menstriial siklusda degisiklik
gosterir. Insan endometriyumunda bulunan HBD1, HBD3 ve HD5 siklusun sekretorik
fazinda yiiksek seviyede iken, HBD4 proliferatif fazda en yiiksektir (184). HBD2
mRNA ekspresyonu ise menstrilasyon sirasinda pik yapar (190). Siklus doneminde
defensinlerin ekspresyonlarinda goriilen bu farklilik antimikrobiyal aktivitelerindeki
farkliliktan ya da lokosit kemotaksis regiilasyonu gibi diger aktivitelerden
kaynaklanabilir (185).

Baz1 epiteliyal B-defensinler dogal ve adaptif immun sistem arasinda ¢oklu etkiye
sahiptirler. Ornegin; uterus epitel hiicreleri tarafinan iiretilen mikrobisid HBD2 bellek T
hiicreleri, olgunlasmamis dendritik hiicreler ve nétrofiller icin bir semokindir. Benzer
sekilde bir semokin olan makrofaj inflamator peptid-3a (MIP-3a) LPS’e yanitta uterus
epitel hiicreleri tarafindan salgilanir. Ayn1 zamanda bakteriyel lipopolisakkaritler
HBD?2’yi de stimiile ederler (191).

Disi genital sistem defensinlerin 6nemli bir tiretim yeridir, HBD1 ve 2 genital sistemin
epiteliyal hiicrelerinde bulunurlar ve mukozal ylizeyi mikroorganizmalara Kkarsi
korumada primer role sahiptirler (183). Endometriyal makrofajlar ve mast hiicrelerinde
de dogal antimikrobiyal peptidler eksprese edilmektedir. HBD1 ve HBD2’nin kan
monositleri ve alveolar makrofajlar tarafindan eksprese edildigine dair kanitlar
mevcuttur (192). Insan B-defensinleri (HBD)1-4 endometriyumda eksprese edilirler ve
bunlarin ekspresyonlar1 farkli stimulasyonlar tarafindan diizenlenir. Ornegin;
endometriyal hiicrelerde HBD2 ve HBD3’nin aktivasyonu, IL-13 plus, TNF-a veya
IFN-y gibi yang1 Oncesi sitokinler tarafindan diizenlenir (57). Normal kadinlarda vagina,
serviks, endometriyum, ovidukt ve ovaryumda HBD1 mRNA’nin eksprese edildigi,

HBD2 mRNA'nin ise vagina ve ovaryum hari¢, genital sistemin diger dokularinda
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eksprese oldugu bildirilmektedir (193). HBD2 bununla birlikte serviko-vaginal
sekresyonlarda da bulunmaktadir ve in vitro ortamda vaginal keratinositler tarafindan
eksprese edilmektedir. Das ve ark. (2007) insan endometriyumunda HBD1’in ana
kaynaginin glandiiler epitel oldugunu ileri stirmiislerdir (178). Bu arastiricilar HNP1-
3’in endometriyum stromasindaki notrofil graniilositler tarafindan iiretildigini ve
disilerde infertilite sekillendiginde HNP1-3 ekspresyonunun artis gosterdigini, oysa
HBD1 ekspresyonunun yiiksek olmadigmni, bu defensinlerin implantasyonu
etkilemedigini saptamiglardir (178). Gebe kadinlarda ise HBD1 mRNA’nin koriyon,
villus epiteli, plasenta ve gobek kordonunda ekprese oldugu, amniyonda bulunmadigi,
HBD2 mRNA’nin ise koriyon, villus epiteli ve plasentada bulundugu ve HBD1 ile 2’nin
insanda genital kanalin savunma mekanizmalarinda 6nemli rol oynadig: bildirilmektedir
(194). Bir bagka calismada gebe kadinlarda HBD1-3’iin amniyon, desidua, koriyon ve
plasental trofoblastta eksprese oldugu tespit edilmistir (193). Bir a-defensin olan HDS
de insanda endoserviks, endometriyum ve koriyonda transkripsiyon diizeyinde tespit
edilmistir (195).

Disi genital sistemin epitel hiicreleri tarafindan salgilanan bu antimikrobiyal
polipeptidler, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia trachomatis, Candida albicans, herpes
simplex virus-2 (HSV-2) ve insan immunyetersizlik virus-1 (HIV-1) gibi Gram-negatif
ve Gram-pozitif bakterileri, mantarlar1 ve viruslar1 oldiirme yetenegine sahiptir (196-
199).

Koyunda (Koyun Beta Defensini, SBD) 1 ve SBD2 olmak iizere iki B-defensin geninin
bulundugu, a-defensinlerin ise bulunmadigi, SBD1’in gastrointestinal sistem epitelinde,
SBD-2’nin ise sindirim sistemi, akciger ve uterusta eksprese oldugu bildirilmektedir
(200).

2.8.2.2. Katelisidinler

Bir diger katyonik antimikrobiyal peptid olan katelisidinler, N-terminal sinyal peptid,
kathelin domaini ve C-terminusda yapisal olarak degisebilir katyonik antimikrobiyal
peptid ile karakterizedir (201, 202) Kathelin domaini, insanlarda hem proteaz inhibitorii
olarak, hem de antimikrobiyal peptid olarak gorev goriir (203, 204). Hayvanlar
tizerindeki caligmalar, katelisidinlerin ¢esitli immunmodiilator fonksiyonlara sahip
oldugunu gostermistir (205-207).

Insan ve farede sadece bir katelisidin geni bulunurken, domuz ve sigir gibi diger

memelilerde cesitli katelisidin genleri bulunur (208-210). Insan ve farelerde sadece bir
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katelisidin geninin bulunmas: infeksiyona karsi duyarliligi artirir. Buna karsin domuz,
inek, at, koyun ve tavsan gibi memeli tiirlerinde birden fazla katelisidin geni bulundugu
icin infeksiyona duyarlilik acisindan bu tiirler insan ve fareden farklhidirlar (211).
Katelisidin Antimikrobiyal Peptid (Human Cathelisidin Antimicrobial Peptide, CAMP)
olarak adlandirilan insan kathelisidin peptid geni hem sirkiile olan kanda, hem de
epitelde eksprese edilmistir (176). Ayn1 zamanda gelismekte olan notrofil graniilositler
de major bir katelisidin kaynagidir. Bu gen olgun peptidin yariklanmasindan olusan LL-
37 (insan Katelisidin Antimikrobiyal Protein, hCAP18) antimikrobiyal peptidinin
prekiirsoriinii kodlar ve alfa helikal yapiya sahiptir. Insan katelisidin peptidi, LL-37,
immunmodiilasyon (212, 213), kemotaksis (214), yara iyilesmesi (215) ve anjiogenezis
(203) gibi bircok biyolojik etkilere sahiptir. En yiiksek antibakteriyal aktivite
maksimum helikal igerikle, orta ve diisiik antibakteriyal aktivite ise diisiik helikal
icerikle iligkilidir. LL-37’nin alfa helikal yapis1 pH’ya, anyon konsantrasyonuna ve
kendi konsantrasyonuna baghdir. Mikrobiyal membranda porlar olusturmadan ziyade
hCAP18, baslangicta monomer ve oligomer olarak bakterinin yiizeyini kaplar ve daha
sonra deterjan benzeri tarzda parcalanmaya neden olur (216).

Fare katelisidini CRAMP (Cathelisidin-Related AMP) olarak adlandirilir ve insan
katelisidini olan LL-37’ye benzer olarak kemik iliginde notrofil graniilositlerde
ekspresedir ve amfipatik o-helikal yapidadir (217). Domuzlar PR-39, protegrinler,
profeninler ve porsin miyeloid AMP’leri icine alan bir¢ok kathelisidine sahiptirler (208,
210). Sicanda insan kathelisidini LL-37°’nin homologu olan peptid rCRAMP (rat
Cathelicidin-Related AMP) graniilositlerde, olfaktorik lopta, beyin, beyincik, medulla
oblongata, omurilik, timus, testis, akciger, agiz mukozasi, dil, 6zofagus, kolon, sekum
ve ince bagirsaklarda identifiye edilmistir (218, 219).

LL-37’yi de igeren bircok katelisidinin antimikrobiyal C-terminal peptidi, Gram-negatif
bakterilerin dis membraninda bulunan LPS’e baglanir. hCAP18, baglandiktan sonra
LPS’in endotoksin soku indiikleme kapasitesini notralize eder (220). Defensinler ile
birlikte katelisidinler 150 mM NaCl varliginda bakterileri 6ldiirmek i¢in sinerjik etkiye
sahiptirler. Bir diger rapora gore, LL-37/hCAP18 ve human defensin a-1 sinerjik olarak
E.coli ve S. aureus’u oldiriir (221). Defensinler gibi katelisidinler de adaptif immun
sistemi stimiile ederler. LL-37 notrofil graniilositler, monositler ve T hiicreleri i¢in
kemotaktik olup, dendritik hiicreler icin kemotaktik degildir. Bu yiizden konakg¢i-hedef
hiicre spesifitesi farklidir (222).
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Endometriyumda bulunan l6kosit popiilasyonlar1 antimikrobiyal proteinlerin iiretim
yeridir. Notrofil graniilositler a-defensin, katelisidin, insan katelisidin antimikrobiyal
peptid 18 (hCAP-18), laktoferrin, lizozim ve elafin yoniinden zengindir. Menstriiasyon
boyunca nétrofil graniilositlerin varhigi 6zellikle de epiteliyal bariyerin yikimlandig:
donemde antimikrobiyal korumayi artirir. NK hiicreler tarafindan iiretilen graniilsin gibi

diger antimikrobiyal peptidler de endometriyumda gorev almaktadir (32).
2.8.3. Biiyiik Antimikrobiyal Peptidler

Biiyiik antimikrobiyal proteinler ise lizozim, azurosidin, katepsin G, fosfolipaz A, ve
laktoferrindir (223). 78 kD agirliginda, transferrin benzeri glikoprotein olan laktoferrin
bakir, ¢inko, manganez ve diger metal iyonlar yaninda demir iyonlarinin bir ya da iki
molekiiliine baglanir. Gozyasi, sperma ve siit gibi salgilarda bol miktarda bulunur.
Laktoferrin bakteriyel membranlar1 permeabilize eder ve katyon-aracili islemlerle LPS’1
parcalar (224). Endometriyal epitelde eksprese edilen ve demir baglayan protein olan
laktoferrin proliferatif fazda maksimum seviyededir. Laktoferrin ve SLPI ile birbirlerine
sinerjik etki gosterirler ve her ikiside antimikrobiyal etkiye sahiptirler. Laktoferrin
gebeligin altinci haftasinda glandiiler epitel hiicrelerinde zayif bir sekilde eksprese edilir

(225).

Doku ve biyolojik sivilarda bulunan lizozim Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari
komponenti olan N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asit arasindaki bagi
parcalayarak lizisini katalizler. Lizozim Gram-negatif bakterilere kars1i daha az etkili
olmasina ragmen Gram-negatif bakterilerin LPS yapilar1 ile etkilesime girerek onlarin
yapisini bozar (226). Gram-negatif bakteriler iizerinde lizozimin yikic1 etkisi enzimatik
aktiviteye bagl degildir. Lizozimden tiirevli bir pentadekapeptid olan muramidaz, dis
bakteriyel membran1 permabilize eder. Bakteriyal RNA ve DNA sentezini inhibe ederek
bakteriyal 6liime neden olur (227).

Dogal bir antimikrobiyal peptidlerden SLPI nétrofil elastaz, tripsin ve katepsin G gibi
birka¢c proteazi inhibe ederken, elafinin gorevi notrofil elastaz ve proteinaz 3’i
diizenlemekle smirhdir (228). Her iki molekiill de antiproteaz ve antimikrobiyal
faaliyetlerin yasandigi mukozal yiizeylerde eksprese edilmektedir. SLPI ve elafin sekiz
identik sistein ve bes identik prolinden olusmaktadir. Biitiin disi genital sistemde SLPI
ve elafin eksprese edilmektedir. SLPI ozellikle servikal mukusta yiiksek

konsantrasyonlarda olmak {iizere, elafin ile birlikte serviks ve vaginada bulunmaktadir.
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Endoservikal hiicrelerde bulunan SLPI ve elafin miktar1 bakterilerin hiicre duvarinda
bulunan LPS ile temasta artmaktadrr. Insan endometriyumunda bulunan nétrofil
graniilositlerde  Ozellikle menstriiasyon asamasinda elafin  miktar1 artarken,
progesteronun baskin oldugu siklusun sekretorik fazinda endometriyal epitelde SLPI
eksprese edilmektedir (229, 230). SLPI ve elafin, gebelik doneminde de mevcuttur.
SLPI, servikal mukus tikacinda yiliksek miktarlarda bulunur ve gebelik boyunca iist
genital sistem enfeksiyonu icin anahtar bir role sahiptir. Ayn1 zamanda hem SLPI, hem

de elafin gebelikte vajinal sekresyonlarda bulunurlar (231).

Son zamanlarda yapilan ¢caligmalar TLR ve antimikrobiyal peptidler arasinda onemli bir
iliski oldugunu gostermistir. Insan uterus epitel hiicrelerinin TLR3 agonisti Poly (I:C)
ile muamelesi HBD1 ve HBD2 induksiyonuna neden oldugu belirtilmektedir (232). Disi
genital sistemdeki epitel hiicrelerinin TLR stimulasyonu, antimikrobiyal faktorlerin
tretimini artrma yoluyla mukozal yiizeylerde dogal immunitenin artmasina neden

olabilir (233).



3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada Erciyes Universitesi deney hayvanlar1 merkezinde yetistirilen 6-8
haftalik, daha Once bir deneysel calismada kullanilmamis ve ortalama agirliklar1 250-
300 gr olan Rattus norvegicus (Wistar) ki 30 disi ve 4 adet erkek ergin sican kullanild1.
Tiim sicanlar standart laboratuvar kosullarinda standart diyet ve musluk suyu ile
beslendi. Vaginal smearla Ostrusta oldugu belirlenen siganlar iki disiye bir erkek olacak
sekilde ciftlestirildi ve ertesi sabah alinan vaginal smearda spermiyumlarin goriildigii
giin gebeligin birinci giinii olarak kabul edildi. Dogumlarin baglamasini1 takiben
postpartum donemde TLR’ini ve antimikrobiyal peptidleri belirlemek amaciyla,
dogumun 1., 3., 5., 10., 15. giinlerinde ve kontrol amacl olarak da didstriisda bulunan
gebe olmayan sicanlarin rompun ve ketalar anestezisi (Rompun 13 mg/kg, Ketalar 87
mg/kg) altinda uterus dokular1 alind1 ve kalbin sag atriyumu kesilerek hayvanlar 6tenazi
edildi. Postpartum 1., 3., 5., 10., 15. giinler ve kontrol grubu i¢in 5’er adet olmak iizere
toplam 30 adet sican kullanildi. Erkek sicanlar ve dogan yavrular deney sonrasinda

deney hayvanlari iinitesine geri iade edildi.
3.1. DOKU TEMINIi VE HAZIRLANMASI
3.1.1. Doku Temini

Kontrol grubu si¢canlarin ve postpartum donem 1., 3., 5., 10., 15. giinlerindeki sicanlarin

rompun ve ketalar anestezisi (Rompun 13 mg/kg, Ketalar 87 mg/kg) altinda uterus
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dokular1 alindi. Alinan uterus 6rneklerinin bir kismi immiinohistokimyasal tekniklerde
kullanilmak iizere %4 formaldehit soliisyonunda (10 ml %40’lik formaldehit + 90 ml
distile su) 12 saat tespit edildi. Bir kismi1 ise western blot ¢aligmalarinda kullanilmak

izere aliiminyum folyo igerisine konularak siv1 nitrojene alindu.
3.1.2. Iimmunohistokimya teknigi icin doku hazirlanmasi

Formaldehit soliisyonunda tespit edilen dokular 24 saat musluk suyunda yikandi ve
ardindan sirasi ile %70, %80, %96, %100’lik alkol serilerinde 1’er saat tutularak
dehidrasyon isleminden geg¢irildi. Daha sonra metil benzoat ve benzol soliisyonlarinda
seffaflastirma islemi yapilarak parafinde bloklandi. Bu parafin bloklardan Leica RM
2125 rotary miktomu ile alinan 5 mikron kalinligindaki kesitlere yapisal degisiklikleri
belirlemek icin Crossman’m {i¢lii boyamast (234), hemosiderin yiiklii makrofajlari
(siderofajlar) belirlemek icin Perl’in Prussian Blue metodu (235), TLR ve -
defensinlerin lokalizasyonlarin1 belirlemek i¢in ise Streptavidin Biotin Kompleks

(Strept-ABC) immunoperoksidaz yontemi uygulandi.
3.1.3. Western Blot teknigi icin doku hazirlanmasi
3.1.3.1. Lizat hazirlama

Aliiminyum folyo icine alman ve sivi nitrojende (-196°C) dondurulan uterus

orneklerinden su sekilde lizatlar hazirlandi:

1. Calisilacak doku sayisma gore, 10 ml’lik tiiplerin iizerine kontrol ve deney
gruplariin isimleri yazildi ve tiipler spor lizerine yerlestirildi.

2. Uterus doku Ornekleri bir camin iizerinde bistiiri yardimiyla mekanik olarak
parcalandi.

Darasi alinan tiiplere bu parcalanan uterus ornekleri konarak agirliklar: tartildi.

4. 0,2 gr doku basma 600 pl lizis buffer [10ml 0,1M Tris (pH 7.4), 90ml distile su,
Iml 100X Na-orthovanadate ve 1gr SDS (Sodyum Dodesil Siilfat, Riedel, Katalog
No0:62862, 1 kg)] ve 10 pl proteaz inhibitor kokteyli [Protease inhibitor coctail
(PIK), Sigma, Katalog No: P8340] olacak sekilde hesaplama yapilarak
eppendorflara lizis buffer ve proteaz inhibitor kokteyli kondu.

Lysis buffer hazirlanmast:
0.1M Tris pH 7.4
0.6 gr Tris (Merck, Katalog No:108387, 500 g) 40 ml distile suda eritildi ve HCI ile




48

pH 7.4 ile ayarlanarak son hacim 50 ml’ye tamamlandi.

Sodyum-Ortovanadate (100X)

0.184 gr Na-Ortovanadate (Sigma, Katalog No: S6508, 50 gr)
10 ml Tris (pH.10) (0.1 M Tris: 0.6 gr/50 ml)

5. Ezilmis doku, lysis buffer ve PIK karisimi ile vortekslenerek buz iizerine aktarild.

6. Tiipler icindeki bu dokularin homojenizator yardimiyla homojen bir bicimde lizise

ugramasi saglandi.

7. Daha sonra 15.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip

pelet kismi1 -80°C’ye alindi. Bu sekilde hazirlanan lizatlar analizler yapilincaya

kadar -20°C de muhafaza edildi.

3.1.3.2. Protein miktarimin belirlenmesi

Lizatlarin icerdigi protein miktar1 Lowry yontemi ile belirlendi. Bu yontemde standart

olarak protein icerigi 1mg/ml olan Sigir serum albumini (Bovine Serum Albumin, BSA

(Fraction V, Sigma Katalog No: B4287, 5 g) kullanildi.

1.

BSA’nin (1000pg/ml), 1:1 (500pg/ml protein), 1:2 (250pg/ml), 1:3 (125pg/ml),
1:5 (62,5ug/ml) diliisyonlar1 yapilarak 5 adet BSA standart protein araligi
hazirland1 ve BSA-1, BSA-2, BSA-3, BSA-4, BSA-5 seklinde kodlandi.

10 mI’lik tiiplere uterus lizatlarinimn, standartlarin ve koriin adlar1 yazildi. Her bir

numune, kor ve standart ¢ift calisilacagi i¢in A ve B tiipleri olarak hazirlandi.

Uterus lizatlarindan 1/10 dilusyonlar hazirlanilarak ¢aligildi ve bu 1/10’luk diliisyonlar1

hazirlamak icin bir tiip igerisine 900 pl fosfat tamponu (Phosphate Buffer Saline, PBS)

ve 100 pl uterus lizat1 konuldu. Daha sonra hazilanan bu 1/10’lik dilusyondan A ve B

yazili tiiplere 30’ar pl pipetlendi. Bu numuneler kisa siireli olarak vortekslendiktikten

sonra buz iizerine alindi.

1.

0.01 M pH 7.2 Fosfat Buffer Saline (PBS)’in Hazirlanmasi: 3.74 gr Disodyum
hidrojen fosfat dodehidrat (Merck, Katalog No: 106579, 1 kg) + 0.43 gr
Monobazik potasyum fosfat anhidroz (Merck, Katalog No: 104873, 1 kg) + 7.2
gr Sodyum kloriir (Merck, Katalog No: 106404, 1 kg) tartilarak bir litre distile
suda eritildi.

Ayni sekilde ml’sinde 1 mg BSA olan ana standartimizdan BSA-1A ve BSA-1B
yazil tiiplere 30’ar pl pipetlendi ve bu islem 2., 3., 4., 5., BSA-A ve BSA-B
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tiipleri i¢in de tekrarlandi (BSA-2A, BSA-2B, BSA-3A, BSA-3B, BSA-4A,
BSA-4B, BSA-5A, BSA-5B). BSA-1A ve BSA-1B deki miktar (30’ar pl) sabit
kalirken BSA-2A ve BSA-2B’ye 30’ar ul PBS, BSA-3A ve BSA-3B’ye 60’sar
ul PBS, BSA-4A ve BSA-4B’ye 90’ar ul PBS, BSA-5A ve BSA-5B’ye 150’ser
ul PBS eklendi. Daha sonra bu miktarlardan 30’ar pl alinarak ayni numarali

tiiplere aktarildi.

Uterus lizatlar1 PBS icerisinde dilue edildigi i¢in korl ve kor2’ye sadece 30 ar pl
PBS eklendi.

30’ar pl konulmus olan biitiin numunelerin, standartlarin ve korlerin tizerine 900
mikrolitre Lowry soliisyonu konuldu. Lowry soliisyonu 100:1:1 oraninda Lowry
A: Lowry B: Lowry C soliisyonlarinin karistirilmasiyla hazirlandi. Ik 6nce
Lowry B ve C soliisyonlar: karistirilip ardindan Lowry A soliisyonu ilave edildi.
Kisa siireli olarak vortekslenen numuneler, standartlar ve korler buz iizerinde 10

dakika bekletildi.

Lowry Soliisyonlarinin Hazirlanmasi:

Lowry A: 1 gr NaOH (Sodyum Hidroksit, Merck, Katalog No: 106462, 1 kg) ve
5.3 gr Na,COs3 (Sodyum karbonat, Merck, Katalog No: 106392, 1kg) 250 ml
distile suda eritildi.

Lowry B: 0.5 gr KNaC4H4O6 (Sodyum potasyum tartarat, Merck, Katalog No:
108087, 1 kg) 50 ml distile suda eritildi.

Lowry C: 0.5 gr CuSO4.5H,O (Bakir siilfat pentahidrat, Merck, Katalog No:
102790, 1 kg) 50 ml distile suda ¢oziildii.

Lowry soliisyonu ile 10 dakika inkiibasyonun ardindan tiim tiiplere 90 mikrolitre
folin pipetlendi. Folin soliisyonu (Folin-Ciocalteu’s phenol reagent, Merck,
Katalog No: 109001, 100 ml) 1:1 oraninda distile su ile diliie edilerek kullanild1.
Boylelikle toplam hacim 1020 pl oldu.

Folin eklenmis olan tiipler 30 dakika buz iizerinde ve karanlikta inkiibe edildi.

Spektrofotometrik (Thermo, Helios alfa) 6l¢iim i¢in tiim tiipler teker teker kuartz
kiivetlere bosaltilarak 540 nm dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile
kargilastirilarak her bir numunenin protein miktar1 tespit edildi. Daha sonra

verilerin hepsi Excel programma aktarildi. Tim numunelerin protein
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miktarlarinin esit olmas1 saglanarak western blot analizlerinde kullanima hazir

hale getirildi.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

APES [(3-Aminopropyl) triethoxysilane, minumum % 98, Sigma, A3648, 100 ml) ile

kapli lamlara alinan 5 mikrometre (um) kalinligindaki parafin kesitlere Strepavidin

Biotin Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi.

1.

Bu teknige gore parafin bloklardan alinan kesitler 1 gece boyunca 50 °C’de
etiivde tutuldu.

Bir giin sonra deparafinizasyon icin parafin kesitler 2 defa 5’er dakika ksilolden
gecirildi. Daha sonra derecesi giderek azalan alkol serilerinin her birinde 3’er
dakika (%100, %96, %80, %70) bekletildi.

Distile su ile calkalanan kesitler endojen peroksidaz aktivitesini ortadan
kaldirmak icin methanolde (Merck, Katalog No: 106009.2511) hazirlanan
%3’liik hidrojen peroksit (%30 Hidrojen peroksit, Merck, Katalog No: 108597,
2.5 1t) i¢inde 15 dakika bekletildi.

Takiben kesitler 0,01 M PBS’de 2 kez 5’er dakika yikand1.

Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmas: icin kesitler sitrat
tamponu [2300 ml distile su icerisinde 4.8 gr sitrik asit (Anhidroz, Sigma,
C0759, 500 gr) eritildi ve 12N NaOH ile pH 6.0’e ayarlanarak son hacim distile
su ile 2500 ml’ye tamamlandi] icinde 95°C’de 20 dakika kaynatildi ve takiben
ayni tampon icinde oda 1si1sinda 30 dakika bekletildi.

PBS ile dort kez yikamayi takiben nonspesifik baglanmalar1 yani dokulardaki
0zgiil olmayan antikor baglanmasini 6nlemek icin kesitler 5 dakika bloklama
soliisyonu (Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-125UB) ile bir nem

kamaras: i¢cinde inkube edildi.

. Hemen sonrasinda, serum kesitler {izerinden uzaklastirildi ve TLR1 (1:100),

TLR2 (1:50), TLR3 (1:100), TLR4 (1:200), TLRS5 (1:50), TLR6 (1:150), TLR7
(1:75), TLR8 (1:100), TLRY (1:75), TLR10 (1:100), Beta-defensin 1 (1:75),
Beta-defensin 2 (1:150), Beta-defensin 3 (1:100), Beta-defensin 4 (1:100) primer
antikorlariyla 1 saat inkiibe edildi.
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Tablo 3.1. Kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikorun Ad1

Antikorun Tiiri

Katalog Numarasi

Daha

Toll-like reseptor 1(TLR1)
Toll-like reseptor 2(TLR?2)
Toll-like reseptor 3(TLR3)
Toll-like reseptor 4(TLR4)
Toll-like reseptor 5(TLRS)
Toll-like reseptor 6(TLR6)
Toll-like reseptor 7(TLR7)
Toll-like reseptor 8(TLRS)
Toll-like reseptor 9(TLR9)

rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
rabbit poliklonal

Toll-like reseptor 10(TLR10) rabbit poliklonal

B-defensin 1
B-defensin 2
B-defensin 3
B-defensin 4

rabbit poliklonal
rabbit poliklonal
goat poliklonal
goat poliklonal

Santa cruz, sc- 30000
Santa cruz, sc- 10739
Santa cruz, sc- 28999
Santa cruz, sc- 30002
Santa cruz, sc- 30003
Santa cruz, sc- 30001
Santa cruz, sc- 30004
Santa cruz, sc- 25467
Santa cruz, sc- 25468
Santa cruz, sc- 30198
Santa cruz, sc- 25573
Santa cruz, sc- 20798
Santa cruz, sc- 10860
Santa cruz, sc- 10862

Kesitler primer antikorlar ile inkiibasyondan sonra, 4 defa 5’er dakika PBS ile

yikand1.

sonra kesitler,

biyotinle isaretlenmis keci

anti-tavsan (Labvision

Corporation TR-125-BN) ve keci anti-polivalant sekonder antikoru (Labvision
Corporation TP-125-BN) ile 20 dakika oda 1sisinda muamele edildi.
PBS de 4 defa 5’er dakika ile yikandu.

11. Horseradish peroksidaz konjugath streptavidinle (Labvision Corporation TS-
125-HR) 20 dakika muamele edildi.

12. Tekrar 4 defa 5’er dakika PBS ile yikand1.
13. Diamino benzidin (DAB) kromojeni (Zymed) ile dokular 3-5 dakika muamele

edildi. Enzim substrat etkilesimi sonucunda olusan iiriin kahverengi olarak

mikroskopta gozlendi.

14. Kesitler 2-3 kez distile suda ¢alkalandi.

15. Gill’in Hematoksilen soliisyonu ile 4 dakika zit boyama yapildi ve kesitler

cesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi.
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16. Daha sonra smrasiyla %96, %100’liikk alkol ve ksilol serilerinden gecirilen
kesitlerin lizerine yapistirici (entellan) damlatilip lamelle kapatild1.

Pozitif Kontrol olarak insan dalagi (TLR1, TLR2, TLRS, TLR6, TLR9, TLR10), insan
plasentast (TLR3, TLR7), sican akcigeri (TLR4, TLRS, B-defensin 1, B-defensin 3, B-
defensin 4) ve insan bagirsagi (B-defensin 2) kullanildi. Negatif kontrol olarak alinan
doku Ornekleri ise primer antikorsuz PBS ile muamele edildi.
Kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak
degerlendirildi ve 151k mikroskobunda (Olympus BXS51, Japan) incelenerek
fotograflandi.

3.3. SDS-PAGE (POLIAKRILAMIT JEL ELEKTROFOREZIS) WESTERN
BLOT PROTOKOL

1. Calisilacak olan proteinin kilo dalton agirhigi dikkate almmarak uygun yiizdede
ayristirma jeli secildi. Buna gore TLR yiiksek molekiiler agirlikta protein oldugu

icin por ¢api genis olan %7,5’luk poliakrilamit jel tercih edildi.

2. Ayrnistirma jeli [3.75 ml akrilamit-bisakrilamit (Acrylamide Bisacrylamide, AB)
(%30 akrilamit-bisakrilamit 37.5:1, Merck, Katalog No: 100639, 1 1t) + 3.75 ml
Tris-SDS pH8.8 + 7.5 ml deiyonize su + 50 mikrolitre %10 luk Amonyum
persiilfat (APS, Sigma, Katalog No: A3678, 25 gr) + 10 mikrolitre TEMED
(N,N,N’,N’—Tetramethylethylendiamin, Merck, Katalog No: 110732, 100 ml)]
hazirlanarak tutucular arasinda sikistirilan dikey elektroforezis (Mini vertical

electrophoresis, Thermo Shandon EC-120) camlar1 arasina dokiildii.

Jel Soliisyonlarimin Hazirlanmasi:

4Xtris-HCl/SDS, pH 8.8: 18.15 gr Tris tartild1 ve 40 ml distile suda ¢oziildii.

HCT asit ile pH 8.8’e ayarlanarak son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamland1
ve daha sonra 0.4 gr Sodyum dodesil siilfat (Sodium Dodecyl Sulphate, SDS)
eklendi.

4Xtris-HCl/SDS, pH 6.8: 6.05 gr Tris tartild1 ve 40 ml distile suda ¢oziildii. HCI

asit ile pH 6.8’e ayarlanarak son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamland1 ve
daha sonra 0.4 gr SDS eklendi.
%10’Tuk APS: 0.1 gr toz APS tartilarak 1 ml distile suda eritildi.

3. Uzerindeki hava kabarciklarini 6nlemek igin n-butanol (50 ml butanol + 5 ml

distile su) ile doldurularak polimerizasyon islemi i¢in 45 dakika bekletildi.
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Polimerizasyon isleminden sonra n-butanol bosaltilarak jelin iistii birka¢ kez

distile su ile yikanda.

Daha sonra toplama jeli (650 pl akrilamit-bisakrilamit+1.25 ml pH 6.8 Tris-SDS
+ 3050 pl deiyonize su + 25 pl %10’luk Amonyum persiilfat + 5 ul TEMED)

hazirlanarak ayristirma jelinin tizerine dokiildii ve 10’lu tarak yerlestirildi.
Polimerizasyon i¢in 45 dakika bekletildi.

Polimerizasyon islemi tamamlanan jeller elektroforez tankina yerlestirilerek
tizerine 1X’lik elektroforez tamponu (150 ml stok soliisyondan (10X) almarak
tizerine 1350 ml deiyonize su eklendi) dokiildii ve bu tampon i¢inde taraklar

cikartildi.

Elektroforez Tamponunun Hazirlanmasi (10X): 30 gr Tris ve 144 gr Glisin
(Merck, Katalog No: 104169, 1 kg) dénce 500 ml deiyonize suda eritildi. Daha
sonra lizerine 100 ml %10 SDS eklenerek toplam hacim deiyonize su ile 1
litreye tamamland1 (pH ayarlamasi yapilmaz ve pH 8.6 olmalidir).

Her kuyucuga 60 mikrogram/ml oraninda protein iceren ve protein miktarlar:
distile su, numune ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli
electrophoresis Reagent, Sigma, Katalog No: S3401, 10 vial) oranlar1 ile
esitlenen numunelerin agzi parafilmle sikica kapatilarak su banyosunda 5 dakika

95 °C’de kaynatildu.

Yiikleme yaparken molekiiler agirligi bilinen bir belirteg (marker, Amersham
RPNSOOE) 1:1 oraninda sample buffer ile sulandirilarak kaynatma yapmadan
jelin ilk kuyucuguna 5 pl olarak yiiklendi.

10’luk tarak kullanildigi i¢cin numuneler 20 pl olarak yiiklendi ve hangi
kuyucuga hangi numunenin yiiklendigini anlamak i¢in bir kagida haritalama

islemi yapild1

Elektroforezde numuneler ilk 6nce 100 Voltta 1 saat, sonrasinda ise 80 Voltta

jelin sonuna kadar yiiriitiildii.

Elektrofez isleminden sonra ise jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi igin

immunoblotting yapildi. Blotlama isleminde semi-dry yontemi kullanildu.
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13. Elektroforez tankindan c¢ikarilan jeller direk 1X transfer soliisyonuna (50 ml

transfer stok soliistonundan alinarak iizerine 350 ml deiyonize su ve 100 ml

metanol eklenir) alinarak 15 dakika bu soliisyon icinde bekletildi.

Transfer stok soliisyonunun hazirlanmasi: 58.15 gr Tris ve 29.3 gr Glisin 600 ml
deiyonize suda eritildi. Daha sonra iizerine 0.375 gr SDS koyularak toplam
hacim deiyonize suyla 800 ml’ye tamamlandi (Bu soliisyona hic¢bir sekilde pH

ayarlamasi yapilmaz ve pH 8.2 olmalidir).

14. Jel transfer soliisyonu i¢inde beklerken polivinilidenflorid (Polyvinylidenfluorid,

PVDF) membran (Immobilon-PSQ Katalog No: ISEQ00010, 26.5 cm X 3.75 m
1 roll) metanolde 3 saniye 1slatilarak once deiyonize suda 2 dakika, daha sonra
1X’lik transfer soliisyonunda 3 dakika yikanarak immunoblotting i¢in hazir hale
getirildi.

15. Bir membran i¢in dort adet olmak iizere transfer soliisyonu ile 1slatilmis filtre

16.

kagitlar1 (Whatman Katalog No: 10426972, GB005, 15X15 cm) i¢inde altta
PVDF membran iistte jel olacak sekilde 80 mA akim verilerek 55 dakikada

transfer islemi gerceklesti.

Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra, Ponceau S (Ponceau S
Solution, Sigma, Katalog No: P-7170, 1 1t) boyamas1 yapilarak proteinlerin

membrana transfer olup olmadigi kontrol edildi.

17. Ponceau S membrandan uzaklasincaya kadar pH’s1 7.4 olan, %0.1 Tween-20

(Merck, Katalog No: 822184, 500 ml) ilaveli Tris-tuz tamponu (Tris Buffer
Saline, TBS-T) ile yikama yapild:.

Tris Buffer saline (TBS) Soliisyonunun hazirlanmast (10X): 60.55 gr Tris ve
87.66 gr NaCl tartilarak 800 ml distile suda eritildi. Daha sonra saf HCI ile pH
7.4 ayarlanarak son hacim distile suyla 1000 ml’ye tamamland1.

TBS-T Hazirlanmasi: 100 ml bu stok (10X) TBS soliisyonunda alinarak {izerine
900 ml distile su ve 1000 pl Tween-20 eklendi.

18. Ardindan membran 1 saat siire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5’lik

yagsiz siit tozu (Skim milk powder, Fluka, Katalog No: 70166, 500 gr) ile
blokland1.
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%5°lik yagsiz siit tozunun hazirlanmasi: 100 ml TBS-T icinde 5 gr siit tozu
eritilerek hazirlandi.

19. Membran, siit tozu ya da TBS-T icinde sulandirilmis antikorlar [TLR1 (1/200),
TLR2 (1/100), TLR3 (1/50), TLR4 (1/400), TLRS (1/50), TLR6 (1/50), TLR7
(1/100), TLRY (1/100), TLR10 (1/50)] ile + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.

20. Inkiibasyon sonrasinda membran TBS-T ile 4 kez 15 dakika yikandi.

21. Takiben membran, TBS-T ile hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile 1/6400
oraninda sulandirilmis sekonder antikorla (goat anti-rabbit, santa cruz, sc-2004,
0.5 ml) oda sicakliginda karistirict tizerinde 1 saat inkiibe edildi ve sekonder

antikor her zaman taze hazirlandi.
22. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 4 kez 15 dakika yikandi.

23. Ardindan 5 dakika TBS ile muamele eden membranlar 1 dakika western blotting

Luminol Reagent (Santa cruz, Katalog No: sc-2048) ile temas ettirildi.

24. Hiperkaset (Amersham Autoradiography cassette, 24x30 cm, RPN11643) icine
yerlestirilen membranlar 1-10 dakika karanlik odada inkiibe edilip membrandaki
protein bandlar1 hiperfilme (Amersham Hyperfilm ECL, 50 sheets, 18x24 cm
28906836) aktarildi.

25.Film developer (Developer, ILFORD Multigrade, Katalog No:757855) ve
fiksatiften (Rapid Fixer, ILFORD Hypam, Katalog No:1758285) gecirildi, distile
su ile yikand1 ve ardindan kurutuldu. Daha sonra bu filmler Gene Genius Bio

Imaging System yardimiyla bilgisayara aktarildi.

26. Ayn1 membrana protein bantlarinin esit yiiklenip yiiklenmedigini anlamak icin
strip islemi [20 ml TBS-T + 0.4 gr SDS + 1400 ml B-merkaptaethanol (Sigma,
Katalog No: M3148, 250 ml) soliisyonunda 65 °C etiivde 30 dakika bekletildi]
yapildiktan sonra bol miktarda TBS-T i¢cinde yikama yapild.

27.Bu membrana siittozunda bloklama asamasindan itibaren aymi iglemler

uygulandt.
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28. Primer antikor olarak 1/400 oraninda TBS-T sulandirilmis Beta aktin antikoru

(Mouse monoclonal AC-15 to beta actin loading control, Santa Cruz, Katalog

No: sc-69879, 1 ml) kullanildi.

29. Sekonder antikor olarak ise goat anti mouse (Santa Cruz, Katalog No: sc-2005,

0.5 ml) tercih edildi (236).

Western blot metodunda pozitif kontrol olarak Namalwa cell lysate (Santa Cruz,

Katalog No: sc-2234), sican ve fare akciger lizatlar1 kullanildi.

3.4. TRiS-TRiSIN SDS-PAGE WESTERN BLOT PROTOKOL

Kiiciik molekiiler agirlikta olan beta defensinler icin Tris-Trisin SDS-PAGE yontemi
uygulandi (237, 238).

1.

Bu metodda SDS-PAGE jel asamasma kadar numunelerin hazirlanmast ve

protein degerlerinin hesaplanmasi klasik western tekniginde oldugu gibidir.

Oncelikle jel i¢in gerekli soliisyonlar [3XJel buffer (Gel buffer, GB), akrilamit-
bisakrilamit-3 (AB-3), %10 APS] hazirland:.

Jel soliisyonlarmmin Hazirlanmasi:

Gel Buffer (3X, pH 8.45): 18.16 gr Tris 30 ml distile suda eritildi. Saf HCI ile

pH 8.45’e ayarlandi ve son hacim deiyonize suyla 50 ml’ye tamamlandi. Daha
sonra bu hacime 0.15 gr SDS eklendi.

AB-3: 24 gr akrilamit (Fluka, Katalog No: 01699, 1 kg) ve 0.75 gr bisakrilamit
(Merck, Katalog No: 101546, 100 gr) 50 ml deiyonize suda eritildi.

%10 APS: 0.1 gr APS 1 ml distile suda eritildi.

Ayristiric jel olarak %16’1ik poliakrilamit jel hazirlanarak [1.65 ml AB-3 + 1.65
ml 3XGB + 1.18 ml deiyonize su + 0.5 ml gliserol (Merck, Katalog No: 104093,
2.51t) + 15 pl %10 luk APS + 2 pl TEMED] camlar arasina dokiildii.

Uzerindeki hava kabarciklarmi dnlemek icin n-butanol (50 ml butanol + 5 ml

distile su) ile doldurularak polimerizasyon islemi i¢in 45 dakika bekletildi.

Polimerizasyon isleminden sonra n-butanol soliisyonu bosaltilarak jelin iistii

birkac kez distile su ile yikandi.
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Daha sonra %4’liik toplama jeli (0.2 ml AB-3 + 0.6 ml 3XGB + 1.68 ml
deiyonize su + 20 mikrolitre %10’ luk Amonyum persiilfat + 2 mikrolitre
TEMED) hazirlanarak tarak yerlestirildi.

Polimerizasyon islemi tamamlanan jeller elektroforez tankina yerlestirilerek

tizerine 1X’lik trisin katot tamponu dokiildii.

Trisin Katot Tamponunun Hazirlanmast (1X): 18.16 gr Tris ve 26.88 gr Trisin
(Sigma, Katalog No: T0377, 100 gr) 800 ml distile suda eritildi. Daha sonra 1.5
gr SDS eklenerek son hacim deiyonize suyla 1500 ml’ye tamamlanda.

Icerdikleri protein miktarlar1 tespit edilen ve protein miktarlar1 deiyonize su,
numune ve Tricine sample buffer, 2X [1ml 1M Tris-HCI pH6.8 + 2.4 ml gliserol
+ 0.8 gr SDS + 2 mg Coomassie Brillant Blue G-250 (Merck, Katalog No:
115444, 25 gr) + 0.31 gr Dithiothreitol (DTT, Merck, Katalog No: 111474, 1 gr)
ve en son hacim deiyonize suyla 10 ml’ye tamamlandi] oranlar: ile esitlenen

numuneler 30 dakika 40 derecede inkube edildi.

Yiikleme yaparken molekiiler agirligi bilinen bir belirte¢ (marker, Amresco

K880) jelin ilk kuyucuguna 3 mikrolitre olarak yiiklendi.

Her kuyucuga 30 mikrogram/ml oraninda protein iceren numunelerde 20

mikrolitre yiiklendi.

Elektroforezde numuneler ilk 6nce 100 Voltta 1 saat, sonrasinda ise 80 Voltta

jelin sonuna kadar yiiriitiildii.

Daha sonra jelde proteinlerin diizgiin yiiriiyiip yliriimedigini kontrol etmek i¢in

Colloidal Coomassie Dye (CCD) boyama yontemi uygulanda.

Coomassie Brillant Blue (CBB) stok ¢ozeltisinin Hazirlanmast: 6 gr CBB G250

tartilip 100 ml distile suda ¢oziildii.

CCD_Stok Hazirlanmasi: 100 gr amonyum siilfat (Carlo Erba, Katalog No:
420777, 1 kg) tartihp 900 ml distile suda eritildi. % 85’lik orto fosforik asit
(Merck, Katalog No: 100563, 2.5 It) stogundan 12 ml eklendi ve son olarak da
20 ml CBB stogundan ilave edilerek son hacim distile suyla 1000 ml’ye

tamamlandi.
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13. Yiirlimesi tamamlanan jel 1-2 saat siire ile % 40 etanol (Merck, Katalog No:
100971, 2.5 It) % 10 asetik asit (Merck, Katalog No: 100056, 2.5 It)
soliisyonunda ( 200 ml etanol + 50 ml asetik asit + 250 ml distile su) fikse
edildi.

14. Fiksasyonun ardindan 10’ar dakika distile suda iki yikama yapild1.

15. Yikamas1 tamamlanan jel iizerine CCD eklendi ve boyanin iizerine ¢okelme

olmamasi i¢in yavas yavas metanol eklendi.
16. 1 giin siireyle bekletildikten sonra jeller distile suda yikandu.

17. Jel iizerinde bulunan protein bantlarini gdstermek i¢in Gene Genius Bio Imaging

System kullanild1.
3.5. ISTATISTIKSEL ANALIZ
3.5.1. Western Blot Analizleri

Gene Genius Bio Imaging System yardimiyla bilgisayara aktarilan kontrol ve
postpartum giinlere ait bantlarin yogunluklar1 DigiDog 1000 programinda 6l¢iildii. Her
bir antikor i¢in gruplar arasinda farkliligin istatistiksel agidan onemli olup olmadigim
belirlemek i¢in nonparametrik testlerden Kruskall-Wallis testi, farklilik durumunda ise
bunun hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in de Mann-Whitney U testi
uygulandi. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (239).

3.5.2. Semikantitatif Degerlendirme

Immunohistokimyasal boyanmalar, yogunluk (intensity score) ve oransal skordan
(proportional score) olusan total skor (Quick score) olarak isimlendirilen ikili
derecelendirme yontemi kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi (240).
Yogunluk skorunda (I), hiicrelerdeki pozitif boyanma yogunluklar1 degerlendirilirken,

oransal skorda (P) ise pozitif boyanan hiicrelerin yiizde orani belirlendi.
Immunohistokimyasal boyanma sonuclarindaki skorlama islemi asagidaki gibi yapildi.
Yogunluk skoru

0: Negatif (yiiksek biiylitmede hicbir hiicrede boyanma yok)

1: Zayif (sadece yiiksek biiyiitmede goriilen boyanmis hiicreler)
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2: Orta (diistik biiylitmelerde kolaylikla goriilen boyanmis hiicreler)
3: Giiglii (cok diisiik biiyiitmelerde goriilen boyanmis hiicreler)

Oransal skor

0:0 %11-33: 3
Pl<: 1 %34-66: 4
%1-10: 2 %67-100: 5

Yogunluk skoru ve oransal skor toplandiginda 0-8 arasindaki “Quick score-total skor”
elde edildi. Elde edilen biitiin veriler bilgisayara girildi ve SPSS 11.5 programu ile
istatistiksel ~ analizleri  yapildi.  Western blot  analizlerinde oldugu  gibi
immunohistokimyasal analizlerde de gruplar arasinda farklih@in istatistiksel acidan
onemli olup olmadigimi belirlemek i¢cin nonparametrik testlerden Kruskall-Wallis testi,
farklilik durumunda ise bunun hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in de Mann-
Whitney U testi uygulandi. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
(239).

Aynm1 zamanda Crossman’in {i¢lii boyamasi ile hazirlanan preparatlarda postpartum 1.,
3., 5., 10. ve 15. giinlerine ait uterus Orneklerinin epitel, kript epiteli, stroma ve
miyometriyum tabakalarinin kalinliklar: okiiler mikrometre ile 6l¢iildii. Bu dl¢iimler her
bir hayvandan elde edilen kesitlerde en az 5 farkli noktadan yapildi. Elde edilen

verilere istatistiksel analiz yapilarak P<0,01 olan degerler anlaml kabul edildi.



4. BULGULAR
4.1. UTERUSUN YAPISAL OZELLIKLERIi

Anatomik olarak iki kornulu uterusa sahip olan siganlarda uterus duvari endometriyum,

miyometriyum ve perimetriyum olmak iizere ii¢ tabakadan olugmaktaydi.

Diostriis doneminde endometriyumun yiizey epiteli tek kath prizmatik ya da kiibik
ozellikte olup lumene dogru kivrimlar yapmaktayd: ve ayni zamanda epitel lamina
propriyaya dogru kriptler olusturmustu (Sekil 4.1 A-B). Cok kisa silyumlara sahip olan
epitel hiicrelerinin sitoplazmasinda ©zellikle supraniiklear bolgede ¢cok sayida salgi
graniilii dikkat cekti. Cekirdek ise hiicrelerin bazaline dogru yerlesmis durumda oval
sekilli ve okromatik 6zellikte olup bir ya da iki adet ¢ekirdekcik icermekteydi. Uterus
epitelinde pirizmatik hiicreler arasinda ikinci bir hiicre tipi bulunmaktaydi ve bu
hiicrelerin sitoplazmasi yogun boyanmis olup mekik seklinde bir ¢ekirdege sahipti.
Lamina propriya tabakasi genis olup bol miktarda kan damarlarina ve stromal hiicrelere
sahipti. Epitelin hemen altindaki bag dokuda hiicre yogunlugu fazla iken, kas katmanina
dogru azalmakta oldugu dikkati ¢ekti. Ayn1 zamanda bu gevsek bag doku icerisinde
basit alveolar karakterde bezler yer almakta olup, bu bezlerin lumenleri dar ve epiteli
tek kath kiibik idi (Sekil 4.1 A-B). Lamina propriya icinde hemosiderin yiiklii
makrofajlara (siderofajlar) rastlandi. Uterusun miyometriyum tabakasi icte sirkiiler dista
longitudinal olmak {iizere iki kas katman icermekteydi. Bu iki kas katmani arasinda
arter, ven ve lenf damarlarindan zengin stratum vaskulare tabakasi bulunmaktayda.

Perimetriyum ya da tunika seroza tabakasi ise peritoneal mezotel hiicreleri ile sarili
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gevsek bag dokusundan ibaretti. Bu tabakada olduk¢a az sayida diiz kas hiicreleri

yanimda cok sayida lenf, kan damari ve sinir tellerine rastlandu.

L
b

e
% 1

Sekil 4.1. Didstriis doneminde si¢an uterusunun histolojik yapist. L: lumen, e: epitel, c: kript, g
endometriyal bez, v: kan damari, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 200 um (A), 100 um (B).

Postpartum 1. giinde uterus lumeninin olduk¢a genisledigi ve mukozanin lumene dogru
degisik biiyiikliikk ve bicimlerde kivrimlar yaptigi ve bu nedenle epitel altindaki lamina
propriyanin (stroma) yer yer kaln, yer yer ince oldugu goriildii. Lamina epiteliyalis
icerisinde koyu ve agik boyanan asidofilik sitoplazmali hiicreler, piknotik cekirdekli
hiicreler gibi degisik hiicre tiplerinin bulundugu bu nedenle epitelin yalanci ¢ok kath
prizmatik Ozellik belirlendi. Epitel hiicrelerinin ¢ogunun vakuollii oldugu ve epitelin
bazalinde intraepiteliyal kapilar damarlarin bulundugu tespit edildi. Vakuollesmenin ve
intraepiteliyal damarlarin yogun oldugu bdlgelerde ise epitel ile endometriyal stroma
arasindaki sinir belirgin degildi. Yiizey epitel kriptleri ise olduk¢a derin ve diizensizdi.
Mukozal kivrimlarin icindeki stromanin 6demli oldugu ve bunlar1 Orten epitelin
yiiksekliginin azalmis oldugu dikkati ¢ekti. Stromanin hiicre yogunlugun az oldugu,
ayrica hiperemik ve degisik biiyiikliiklerde olan kan damarlar: ile ¢cok az sayida uterus
bezleri ve bu bezler etrafinda konsantrik dizilmis kollagen ipliklerin bulundugu tespit
edildi. Miyometriyumun stratum vaskiilare tabakasindaki damarlarin da genis oldugu

gozlendi (Sekil 4.2 A-B).
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Sekil 4.2. Postpartum 1. giinde si¢an uterusunun histolojik yapisi. L: lumen, e: epitel, c: kript, g

endometriyal bez, v: kan damari, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 200 pm (A), 100 um (B).

Postpartum 3. giinde mukozal kivrimlarin azalmasiyla birlikte lumenin daraldigi,
intraepiteliyal damarlarin kayboldugu, uterusta bulunan kriptlerin derinlikleri ile
sayllarinin da azaldigir gozlendi. Ayrica stromadaki Oodemin azaldigi buna karsilik
stromal hiicre yogunlugunun arttigi (Sekil 4.3A-B) ve cok az sayida siderofajin

(hemosiderin yiiklii makrofajlarin) ortaya ¢iktig1 belirlendi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.3. Postpartum 3. giinde sican uterusunun histolojik yapisi. L: lumen, e: epitel, c: kript, g:
endometriyal bez, v: kan damari, m: miyometriyum, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 200 um (A), 100

pm (B).

Postpartum 5. giinde uterus lumeninin iyice kiiciilerek T seklini aldigi, epitelin aym
tipteki prizmatik hiicrelerden olustugu, birkac tane oldugu gozlenen kriptlerin
derinliklerinin iyice azaldig1 goriildii. Luminal epitel hiicrelerinde goriilen vakuollerin
ve stromal 6demin de kayboldugu, stromada kiiciik ¢capli kapillar damarlarin bulundugu
tespit edildi (Sekil 4.4 A-B). Stromal hiicre yogunlugunun artmasina paralel olarak

ozellikle bez gruplar: etrafinda olmak iizere hemosiderin yiiklii makrofajlarin sayisinda
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da artis saptandi (Sekil 4.7). Ayrica gruplar halindeki uterus bezlerinin etrafindaki
kollagen ipliklerin kalinlastig1 gézlendi (Sekil 4.4 A-B).

Sekil 4.4. Postpartum 5. giinde sican uterusunun histolojik yapist. L: lumen, e: epitel, g: endometriyal
bez, v: kan damari, m: miyometriyum, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 200 um (A), 100 pm (B).

Postpartum 10. ve 15. giinde uterus mukozasmda kriptlerin kayboldugu, lumenin
daraldig1 ve yiizey epitelinin ise yiiksek prizmatik Ozellik kazandigi tespit edildi.
Postpartum 10. giinde uterusun endometriyum tabakasi kontrol (didstriis) grubununki ile
ayniydi ve kontrol grubu ile kiyaslandiginda ¢ok sayida hemosiderin yiiklii makrofajlara
rastland1 (Sekil 4.7). Bu hiicreler 6zellikle miyometriyuma bitisik endometriyal stroma
bolgesine yayilmist1 (Sekil 4.5 A-B). Postpartum 15. giinde hemosiderin yiiklii
makrofaj miktarmin biraz azaldigir goriildii (Sekil 4.7). Epitelin hemen altindaki bag
dokuda stromal hiicre yogunlugu fazla iken kas katmanina dogru azalmakta oldugu
dikkati cekti. Uterus bezlerin sayisinin arttigi ve ayni zamanda hiicre yogunlugu

artmastyla birlikte lamina propriya tabakasi kalinliginin arttig1 gozlendi (Sekil 4.6 A-C).
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Sekil 4.5. Postpartum 10. giinde sican uterusunun histolojik yapist. L: lumen, e: epitel, g: endometriyal
bez, v: kan damari, m: miyometriyum, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 100 pm (A), 50 pm (B).

Sekil 4.6. Postpartum 15. giinde sican uterusunun histolojik yapist. L: lumen, e: epitel, g: endometriyal
bez, m: miyometriyum, Crossman’in Uglii Boyamasi. Bar: 200 um (A), 100 um (B,C).
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Sekil 4.7. Postpartum 1. (A), postpartum 3. (B), postpartum 5. (C), postpartum 10. (D) ve postpartum 15.
(E) giinde sican uterusundaki hemosiderin yiiklii makrofajlar. L: lumen, e: epitel, c: kript, g: endometriyal
bez, v: kan damari, ok basi: hemosiderin yiiklii makrofajlar, Per]’in Prussian Blue Boyamasi, Barlar: 100
um.
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4.2. UTERUSDA TOLL-LIKE RESEPTORLER VE g-DEFENSINLERIN
LOKALIZASYONU

4.2.1. TLR1

TLR1 immunreaksiyonunun postpartum ve didstriis donemlerinde endometriyumda
yiizey epitelini olusturan hiicrelerin cekirdek, sitoplazma ve apikal membranlarinda
bulundugu tespit edildi (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Postpartum 1., 3., 5. giin ve didstriis
donemlerinde kript epitel hiicrelerinin c¢ekirdek ve sitoplazmalarinda zayif bir TLR1

pozitif reaksiyon gozlenirken, apikal membranda reaksiyon negatifti.
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Sekil 4.8. Diostriis ve postpartum 1. giinde (PPla,b,c) sican uterusunda TLR1 immunoreaktivitesi. L:
lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR1 pozitif stromal hiicreler,
Bar: 100 um (Diostriis, PP1a, PP1b), 200 um (PP1c).

Postpartum 10. ve 15. giinlerde kriptler kayboldugu i¢in bdyle bir reaksiyondan soz
etmek miimkiin degildi. Didstriis doneminde lamina propriya matriksinde TLRI1
immunreaksiyonu negatifti. incelenen tiim giinlerde endometriyal bez epiteli ile lamina
propriyada bulunan bazi stromal hiicrelerin hem cekirdek, hem de sitoplazmasinda

pozitif immunreaksiyon gozlendi (Sekil 4.8, Sekil 4.9). Postpartum 10. giinde epitelin
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altinda bulunan stromal hiicrelerdeki reaksiyon kas katmanina yakin olan stromal
hiicrelerinkinden daha yogundu. Endometriyal bezlerin etrafindan bulunan miyoepitel
hiicrelerinde ise TLRI1 reaktivitesi negatifti. Miyometriyum miyositlerinde zayif bir
reaksiyon saptandi. Postpartum 10. giinde ve diGstriiste dis longitudinal kas
katmanindaki hiicrelerin cekirdeklerindeki TLR1 immunreaksiyonu i¢ sirkiiler kas
katmanindakilerden biraz daha yogundu. Kan damarlarinda endotel hiicrelerinin hem
sitoplazmasinda hem de c¢ekirdekte TLR1 reaksiyonu orta dereceli pozitif iken, media
katmanindaki diiz kas hiicrelerinde reaksiyon daha zayifti. Ayni zamanda kan damarlar1
etrafinda kuvvetli TLR1 pozitif mast hiicrelerine rastlandi. Mezotel hiicrelerinde de
oldukca kuvvetli TLR1 immunreaksiyon gozlendi. Genel olarak postpartum 1. giinden

itibaren uterusdaki TLR1 immunoreaktivitesinin 15. giine dogru azaldig: belirlendi.
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Sekil 4.9. Postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PPlO) ve 15. gunlerde (PP15) sican uterusunda TLR1
immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m: miyometriyum,
ok bast: TLR1 pozitif apikal membran, Bar: 100 pum (PP3, PP10, PP15), 200 pm (PP5).

TLRI1 i¢in luminal epiteldeki boyanma yogunlugu karsilastirildiginda diostriis ile
postpartum 3., 5., 10. ve 15. giinlere ait gruplar arasindaki farkliligin 6nemli oldugu

tespit edildi (P<0,05). Stromal hiicrelerdeki TLR1 immunoreaktivitesinin didstriis ve
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postpartum donemler arasinda farklilik gostermedigi belirlendi (P>0,05). Endometriyal
bezlerdeki TLR1 immunoreaktivitesi karsilastiriddiginda postpartum 1. giindeki
reaksiyonun incelenen tiim giinlerden farkli oldugu goézlendi (P<0,05). Damarlardaki
TLR1 immunoreaktivitesi karsilastirildiginda ise 1. giin ile 3., 5., 10. giinler arasinda
farkliligin, 3., 5. ve 10. giinler ile de didstriis arasinda ki farkliligm 6nemli oldugu
saptand1 (P<0,05) (Grafik 4.1).

Western blot analiz sonuglar1 degerlendirildiginde TLR1 icin didstriisiin ve postpartum
1. glindeki protein degerlerinin postpartum donemin diger giinlerindekinden istatistiksel

acidan farkli oldugu belirlendi (P<0.05) (Grafik 4.15).

@ Luminal Epitel m Stromal Hicreler o0 Endometriyal Bezler o Kan Damarlar

Di6strus PP-1. giin PP-3. giin PP-5. gln PP-10. gin  PP-15. giin

Post Partum Donemler

Grafik 4.1. Sican uterusunda TLR1 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.2. TLR2

Incelenen tiim gruplarda TLR2 reaktivitesinin luminal epitelin cekirdek, sitoplazma ve
apikal membraninda bulundugu, kript epitelindeki reaksiyonun cekirdek ve
sitoplazmada zayif oldugu saptandi. Endometriyal bez epiteli ile lamina propriyada
bulunan bazi stromal hiicrelerin hem cekirdek, hem de sitoplazmasinda TLR?2 pozitif
immunreaksiyon gozlendi. Bezlerin etrafindan bulunan miyoepitel hiicrelerinde
reaksiyon negatifti. Kas tabakasinda bulunan miyositlerin, damar endoteli ile media
tabakasinda bulunan diiz kas hiicrelerinin ¢ekirdegindeki reaksiyon sitoplazmaya oranla

daha fazlaydi. Ayni1 zamanda kan damarlar1 etrafinda kuvvetli TLR2 pozitif mast
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hiicrelerine rastlandi. Mezotel hiicrelerinde de oldukca kuvvetli TLR2 immunreaksiyon

gozlendi (Sekil 4.10, Sekil 4.11).
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Sekil 4.10. Diostriis ve postpartum 1. giinde (PP1la,b,c) sican uterusunda TLR2 immunoreaktivitesi. L:
lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR2 pozitif stromal hiicreler, ok
bast: TLR2 pozitif apikal membran, Bar: 100 um (Diostriis, PP1a, PP1b, PP1c).

TLR2 icin luminal epiteldeki boyanma yogunlugu karsilastirildiginda postpartum 1.
giindeki reaksiyonun incelenen tiim giinlerden farkli oldugu saptandi (P<0.05). Stromal
hiicrelerdeki TLR2 immunoreaktivitesinin didstriis ve postpartum donemler arasinda
farkhilik gostermedigi belirlendi. Endometriyal bezlerde postpartum 1. giindeki TLR2
immunoreaktivitesinin  diger giinlerden farkli oldugu tespit edildi (P<0.05).
Damarlardaki TLR2 immunoreaktivitesi acisindan didstriis ve postpartum donemler

arasinda 6nemli farklilik bulunmadi (P>0.05) (Grafik 4.2).
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Sekll 4.11. Postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15 gunlerde (PP15) 519311 uterusunda TLR2
immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m: miyometriyum,

kalin ok: TLR2 pozitif stromal hiicreler, Bar: 100 pm (PP3, PP10, PP15), 200 pm (PP5).

TLR?2 i¢in western blot analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise didstriis ve postpartum
giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklarin anlamli olmadig: goriildii (P>0.05)
(Grafik 4.15).

‘l Luminal Epitel m Stromal Hiicreler O Endometriyal Bezler O Kan Damarlar ‘

6- H

Toplam Skor
N

Diostrus PP-1. glin PP-3. glin PP-5. glin PP-10. glin PP-15. glin

Post Partum Donemler

Grafik 4.2. Sican uterusunda TLR2 immunreaksiyonunun toplam skoru



71

4.2.3. TLR3

Digstriis ve postpartum donemlerde TLR3 immunoreaktivitesi, luminal epitelin
cekirdek, sitoplazma ve apikal membraninda ve daha da zayif olmak iizere kript
epitelinin ¢ekirdek ve sitoplazmalarinda, endometriyal bez epiteli ile lamina propriyada
bulunan bazi stromal hiicrelerin cekirdek ve sitoplazmalarinda pozitif reaksiyon
gozlendi. Postpartum 3. giinde epitelin altinda bulunan stromal hiicrelerdeki boyanma
yogunlugu kas katmanma yakin olan stromal hiicrelerden fazlaydi. Endometriyal
bezlerin  etrafindan  bulunan  miyoepitel hiicrelerinde  reaksiyon negatifti.
Miyometriyumdaki diiz kas hiicreleri, damar endotel hiicreleri ile mediadaki diiz kas
hiicrelerinin ¢ekirdegindeki reaksiyon sitoplazmaya oranla daha yogundu. Aynmi

zamanda kan damarlar1 etrafinda kuvvetli TLR3 pozitif olan mast hiicrelerine rastlandi.

Mezotel hiicrelerinde de oldukg¢a kuvvetli TLR3 immunreaksiyon gozlendi (Sekil 4.12,
Sekil 4.13).

) .
Vdi '

Al AR

-4 ..

i A \
Sekil 4.12. Postpartum 1. giinde si¢an uterusunda TLR3 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel,
g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR3 pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLR3 pozitif apikal
membran, Bar: 100 pm (A,B).

TLR3 i¢in luminal epiteldeki boyanma yogunlugu karsilastirildiginda postpartum 1. giin
ile 5. giin, 3. giin ile 5. giin, 5. giin ile 10. giin ve didstriis arasindaki farkliliklar
istatistiksel acidan anlamli  bulundu (P<0.05). Stromal hiicrelerdeki TLR3
immunoreaktivitesi postpartum 1. giin ile 3. ve 5. giinler arasinda farkli idi (P<0.05).
Endometriyal bezlerdeki ve damarlardaki TLR3 immunoreaktivitesinin didstriis ve

postpartum donemlere gore degismedigi goriildii (P>0.05) (Grafik 4.3)
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Sekil 4.13. Diostriis, postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican uterusunda
TLR3 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok:
TLR3 pozitif stromal hiicreler, ince ok: hemosiderin yiiklii makrofajlar, Bar: 100 pm.

TLR3 i¢in western blot analiz sonuglar1 degerlendirildiginde ise didstriis ile postpartum
3. ve 5. giinlere ait protein degerleri arasindaki farkliliklarin 6nemli oldugu saptandi

(P<0.05) (Grafik 4.15).
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Grafik 4.3. Sican uterusunda TLR3 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.4. TLR4

TLR1, TLR2 ve TLR3’iin uterus dokusunda verdigi reaksiyon hemen hemen birbirine
benzerlik gostermesine ragmen TLR4 de farkli bir reaksiyon tespit edildi. Postpartum
giinlerde ve didstriis doneminde luminal epitelin ¢ekirdek ve sitoplazmasinda zayif bir
reaksiyon gozlenirken, 6zellikle postpartum 1., 3. giin ve didstriis doneminde apikal
membranda ve lateral membranlarda kuvvetli pozitif immunreaksiyon saptandi. Lateral
membranlardaki reaksiyon postpartum 1. giinde oldukca kuvvetli iken, 3. giinde
reaksiyon azalmis, diger giinlerde ise tamamen ortadan kaybolmustu (Sekil 4.14, Sekil

4.15).

Sekil 4.14. Post;
g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR4 pozitif stromal hiicreler, ok basl TLR4 posz aplkal
ve lateral membran, Bar: 100 um (A,B).
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Kript epitelinin apikal membraninda da reaksiyon kuvvetli pozitifti. TLR4 reaktivitesi
endometriyal bez epiteli ile kript epitelinin sitoplazmalarinda negatifken,
cekirdeklerinde zayif olarak tespit edildi. Lamina propriyada stromal hiicrelerde de

TLR4 immunoreaktivitesi pozitifti. Ayn1 zamanda lamina propriya matriksinde de

kuvvetli pozitif immunreaksiyon tespit edildi (Sekil 4.14, Sekil 4.15).

'w?ﬂ’ég""%” s
- "' 0

\.‘% i
R Rk
y

v D At
w

B
o
5

5
%
it

"5 , @
-4,%%‘%

“

Sekil 4.15. Diostriis, postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican uterusunda
TLR4 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m:
miyometriyum, kalin ok: TLR4 pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLR4 pozitif apikal ve lateral membran,
Bar: 100 pm.
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Miyositlerin sadece ¢ekirdeginde zayif bir reaksiyon gozlenirken, kan damarlarinda
endotel hiicrelerinin hem sitoplazmasi, hem de ¢ekirdeginde ve mezotel hiicrelerinde
kuvvetli pozitif immunreaksiyon saptandi. Kan damarlar: etrafindaki mast hiicrelerinde,
perimetriyum tabakasinin bag doku hiicrelerinde ve matriksinde de kuvvetli pozitif
immunreaksiyon tespit edildi (Sekil 4.15).

Luminal epiteldeki TLR4 immunoreaktivitesinin didstriis ve postpartum donemlere gore
farkli olmadig1 belirlendi (P>0.05). Stromal hiicrelerdeki TLR4 immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda postpartum 3. giindeki reaksiyonun diostriis ve 10. giindekinden
anlamli oldugu (P<0.05), endometriyal bezlerde 3. giinde diger tiim giinlerden,
damarlarda ise 1. giinde diger tiim giinlerden farkli oldugu tespit edildi (P<0.05) (Grafik
4.4).

Western blot analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise TLR4 icin didstriis ile postpartum
3., 5., 10., 15. giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklarin ve postpartum 1. giin
ile postpartum 3. ve 5. giinler arasindaki farkliliklarin istatistiksel acidan anlam tasidigi
gozlendi (P<0.05) (Grafik 4.15).
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Grafik 4.4. Sican uterusunda TLR4 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.5. TLRS

Postpartum 1., 3., 5., 10.,, 15. giin ve didstriis donemlerinde TLRS
immunoreaktivitesinin luminal epitelin cekirdek ve sitoplazmalari ile daha yogun olmak
izere apikal membranlarinda bulundugu goriildii. Ayn1 zamanda erken postpartum
donemlerinde (6zellikle 1. ve 3. giin) luminal epitelin lateral membranlarinda da pozitif

TLRS reaksiyon saptand1 (Sekil 4.16, Sekil 4.17).
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Sekil 4.16. Postpartum 1. giinde si¢an uterusunda TLRS immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel,
g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLRS pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLRS pozitif apikal

membran, Bar: 100 pm (A,B).

Kript epitelinin bulundugu erken postpartum donemlerde apikal membranda kuvvetli
pozitif boyanma gozlenirken, sitoplazma ve cekirdekte daha zayif bir reaksiyon
gozlendi (Sekil 4.16). Yine aym sekilde endometriyal bez epitelinin sitoplazmasi ve
cekirdeginde de zayif reaksiyon tespit edildi. Lamina propriya i¢inde stromal hiicrelerin
sitoplazmalarinda da TLRS immunreaksiyonu pozitifti. Didstriis doneminde luminal
epitelin hemen altindaki stromal hiicrelerde ve matriksde TLRS reaktivitesi kuvvetli idi.
Miyositlerin, miyoepitel hiicrelerin ve kan damarlarmin media katmaninda reaksiyon
zay1if iken, endotel hiicrelerinde daha kuvvetli bir reaksiyon belirlendi. Kan damarlar1
etrafindaki mast hiicrelerinde de pozitif TLRS immunreaksiyonu saptandi (Sekil 4.16,
Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Diostriis, postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican uterusunda
TLRS5 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m:
miyometriyum, kalin ok: TLRS pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLRS pozitif apikal membran, Bar: 100
um (Didstriis, PP3, PP5, PP10), 50 pm (PP15).

Luminal epitelde ve endometriyal bezlerdeki TLRS immunoreaktivitesinin didstriis ve
postpartum donemlerde farklilik tasimadigi belirlendi (P>0.05). Stromal hiicrelerde
diostriis  donemindeki TLRS immunoreaktivitesi postpartum 3., 10. ve 15.

giinlerdekinden farkli bulundu (P<0.05). Damarlardaki TLRS immunoreaktivitesi
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karsilastirildiginda ise postpartum 1. giiniin 5. ve 10. giinlerden, 3. giiniin de 5. ve 10.
giinlerden farkli oldugu tespit edildi (P<0.05) (Grafik 4.5).

TLRS i¢in western blot analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise didstriis ve postpartum
3., 5. ve 10. giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklar ©nemli bulundu
(P<0.05) (Grafik 4.15).
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Grafik 4.5. Sican uterusunda TLRS immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.6. TLR6

Incelenen tiim donemlerde TLR6 immunoreaktivitesinin luminal epitelin apikal
membraninda kuvvetli oldugu, sitoplazma ve c¢ekirdeklerinde ise zayiftan kuvvetliye
dogru degisen derecelerde bulundugu goriildii. Ozellikle postpartum 1. giinde lamina
propriya i¢inde kuvvetli pozitif stromal hiicrelere rastlandi. Yine bu donemde
endometriyal bez epitelinin ¢ekirdeginde ve kript epitelinin apikal membraninda TLR6
immunoreaktivitesinin kuvvetli iken, postpartum giinlerde ileriye dogru giderek azaldigi

tespit edildi (Sekil 4.18, Sekil 4.19).
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Sekil 4.18. Postpartum 1. giinde si¢an uterusunda TLR6 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel,
g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR6 pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLR6 pozitif apikal
membran, Bar: 100 pm (A,B).

Miyositlerde, miyoepitel hiicrelerinde ve kan damarlarinin media katmaninda zayif olan
reaksiyonun, endotel hiicrelerinde ve mezotel hiicrelerinde daha kuvvetli oldugu
belirlendi. Kan damarlar1 etrafindaki mast hiicrelerinde de TLR6 pozitif reaksiyon
goriildii (Sekil 4.19).

Luminal epitelde, endometriyal bezler ve damarlardaki TLR6 immunoreaktivitesinin
diostriis ve postpartum donemlere gore farklilik tasimadigi belirlendi (P>0.05). Stromal
hiicrelerde postpartum 1. ve 3. giinlerdeki TLR6 immunoreaktivitesinin didstriis ve
diger giinlerdekinden farkl oldugu gézlendi (P<0.05) (Grafik 4.6).

TLR6 i¢in western blot analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise didstriis ve postpartum
3., 5. ve 10. giinlerdeki protein degerleri arasindaki farklhiliklarin ve postpartum 1. giin
ile postpartum 3. ve 5. giinler arasindaki farkliliklarin istatistiksel acidan anlam tasidigi
tespit edildi (P<0.05) (Grafik 4.15).

‘I:I Luminal Epitel m Stromal Hiicreler O Endometriyal Bezler O Kan Damarlan

Toplam Skor
SN

Di6strus PP-1. glin PP-3. glin PP-5. glin PP-10. glin PP-15. gin

Post Partum Donemler

Grafik 4.6. Sican uterusunda TLR6 immunreaksiyonunun toplam skoru
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Sekil 4.19. Diostriis, postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican uterusunda
TLR6 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m:

miyometriyum, ok basi: TLR6 pozitif apikal membran, ince ok: mekik seklinde olan hiicreler, Bar: 100
pm.
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4.2.7. TLR7

Genel olarak tiim donemlerde luminal, kript ve bez epitelinin cekirdek ve
sitoplazmalarinda, miyositlerde ve kan damarlarmin media tabakasinda zayif bir
reaksiyon gozlenirken, luminal epitelin apikal membrandaki reaksiyon daha yogundu.
Ayrica postpartum 1. ve 3. giinlerde luminal epitelin apikal membraninin yanisira lateral

membranlarinda da TLR7 immunreaksiyonu saptandi (Sekil 4.20, Sekil 4.21).

Sekil 4.20. Postpartum 1. giinde si¢an uterusunda TLR7 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel,
g: endometriyal bez, v: kan damari, kalin ok: TLR7 pozitif stromal hiicreler, ok basi: TLR7 pozitif apikal
ve lateral membran, Bar: 100 um (A,B).

Yine oOzellikle postpartum 1. giinde lamina propriya matriksi TLR7 pozitif olup,
kuvvetli boyanan stromal hiicrelere rastlandi (Sekil 4.20). Endotel hiicrelerinin hem
sitoplazmas1 hem de cekirdeginde, mezotel hiicrelerinde ve mast hiicrelerinde de TLR7
immunoreaktivitesi kuvvetli pozitif olarak belirlendi.

TLR7 immunoreaktivitesi luminal epitelde, endometriyal bezler ve stromal hiicrelerde
donemlere gore farklhilik gostermezken (P>0.05), damarlarda 1. giin ile didstriis ve
postpartum 15. giinler arasindaki farkliligin 6nemli oldugu belirlendi (P<0.05) (Grafik
4.7).

Western blot analiz sonuglar1 degerlendirildiginde ise didstriis ve postpartum 3., 5., 10.
ve 15. giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklarin anlamli oldugu tespit edildi

(P<0.05) (Grafik 4.15).
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Sekil 4.21. Diostriis, postpartum 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican uterusunda
TLR7 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m:
miyometriyum, ok basi: TLR7 pozitif apikal ve lateral membran, ince ok: mekik seklinde olan hiicreler,
kalin ok: TLR7 pozitif stromal hiicreler, Bar: 100 pm.
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Grafik 4.7. Sican uterusunda TLR7 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.8. TLRS

TLR8 immunoreaktivitesi luminal, kript ve bez epitellerinin sitoplazmalarinda zayif
olarak gozlenirken, cekirdekte ise biraz daha yogun olarak tespit edildi. TLRS
immunreaksiyonun genelde stromal hiicrelerde ve miyositlerin ¢ekirdeginde kuvvetli
olmak iizere miyoepitel hiicrelerinde, mezotel hiicrelerinde, endotel hiicrelerinde ve

mast hiicrelerinde de bulundugu belirlendi (Sekil 4.22).

Luminal epitelde, stromal hiicreler, endometriyal bezler ve damarlardaki TLRS
immunoreaktivitesinin donemlere gére anlamli olarak degismedigi tespit edildi (P>0.05)

(Grafik 4.8).

‘I:I Luminal Epitel @ Stromal Hucreler O Endometriyal Bezler O Kan Damarlari ‘
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Grafik 4.8. Sican uterusunda TLR8 immunreaksiyonunun toplam skoru
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Sekil 4.22. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda TLR8 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, m:
miyometriyum, ok basi: TLR8 pozitif apikal membran, kalin ok: TLR8 pozitif stromal hiicreler, Bar: 100
um (Digstriis, PP1, PP3, PP10, PP15), 200 pm (PP5).

‘f?ﬁ A
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4.2.9. TLR9
TLR9 immunoreaktivitesi postpartum ve didstriis donemlerinde kript epiteli,
miyometriyum ve damarlarin media tabakasinda zayif, luminal epitel ve bez epiteli,

mezotel, endotel ve stromal hiicrelerde biraz daha kuvvetli olarak izlendi (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda TLRY immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damari, ok
basi: TLR9 pozitif apikal membran, kalin ok: TLRO pozitif stromal hiicreler, Bar: 100 um.
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TLRY i¢in luminal epiteldeki ve bezlerdeki boyanma yogunlugunun donemlere gore
farklilik tagimadigi (P>0.05), ancak stromal hiicrelerdeki boyanma karsilastirildiginda
diostriisiin incelenen tiim postpartum giinlerinkinden farkl oldugu goriildii (P<0.05).
Damarlardaki TLR9 immunoreaktivitesi karsilastirildiginda ise 3. ve 10. giinlerdeki
immunreaksiyonun didstriisdekinden onemli Olciide farkli oldugu belirlendi (P<0.05)
(Grafik 4.9).

TLR9 i¢in western blot analiz sonuclar1 degerlendirildiginde ise didstriis ve postpartum
1., 3., 5. ve 10. giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklarin istatistiksel nem

tasidigi tespit edildi (P<0.05) (Grafik 4.15).
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Grafik 4.9. Sican uterusunda TLR9 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.2.10. TLR10

TLR10 ekspresyonu 6zellikle luminal epitel, endometriyal bez epiteli, stromal, mezotel
ve endotel hiicrelerinin hem cekirdek, hem de sitoplazmalarinda belirlendi. Ayni
zamanda hem luminal epitelin, hem de bez epitelinin apikal membraninda da pozitif
TLR10 immunreaksiyonu saptanirken, lateral membranlarda reaksiyon negatifti. Kript
epitelinde, miyoepitel hiicrelerinde, miyositlerde ve damarlarin media katmaninda ise

reaksiyon zayif olarak goriildii (Sekil 4.24).

Luminal epitelde ve stromal hiicrelerdeki TLR10 immunoreaktivitesi, postpartum 1.
giinde, didstriis ve postpartum diger giinlerdekinden anlamli bulundu (P<0.05).
Endometriyal bezlerde donemlere gore farklhilik gézlenmezken (P>0.05), damarlardaki

TLR10 immunoreaktivitesinin 1. giin ile didstriis ve postpartum diger giinler arasindaki,
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5., 10. giinler ile didstriis arasindaki farkliliklarin istatistiksel agidan 6nem tasidig: tespit
edildi (P<0.05) (Grafik 4.10).

Western blot analiz sonuglar1 degerlendirildiginde TLR10 icin didstriis ve postpartum
giinlerdeki protein degerleri arasindaki farkliliklarin anlamli olmadig goriildii (P>0.05)
(Grafik 4.15).
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Sekil 4.24. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda TLR10 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan damart,
m: miyometriyum, ok basi: TLR10 pozitif apikal membran, kalin ok: TLR10 pozitif stromal hiicreler,
Bar: 100 pm.
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Grafik 4.10. Sican uterusunda TLR10 immunreaksiyonunun toplam skoru

4.1.11. p-defensin 1

B-defensinl immunreaksiyonunun kript epitelinde, damarlarin media katmani ile
miyometriyumda zayif, luminal epitel ve bez epitelinde, endotel hiicrelerinin
cekirdeginde, mezotel, mast ve bazi stromal hiicrelerde orta yogunlukta oldugu saptandi

(Sekil 4.25).

Luminal epitel, stromal hiicreler ve bezlerdeki B-defensin 1 immunoreaktivitesi
karsilastirildiginda donemler arasi farklilik bulunmazken (P>0.05), damarlardaki
diostriisdeki immun reaksiyonun postpartum 1., 3., 5. giinlerdekinden farkli oldugu

belirlendi (P<0.05) (Grafik 4.11).
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Grafik 4.11. Sican uterusunda B-defensin 1 immunreaksiyonunun toplam skoru
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Sekil 4.25. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda B-defensin 1 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan

damari, ok basi: B-defensin 1 pozitif apikal membran, kalin ok: f-defensin 1 pozitif stromal hiicreler, ince
ok: Hemosiderin yiiklii makrofajlar, Bar: 100 pm.
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4.2.12. p-defensin 2

Incelenen tiim dénemlerde B-Defensin 2 immunrektivitesinin luminal epitel hiicrelerinin
apikal membrani ve sitoplazmalarinda orta derecede, ¢ekirdeklerinde ise kuvvetli pozitif
oldugu belirlendi. Lamina propriyada bulunan ve fibroblastlara oldugu diisiiniilen
stromal hiicrelerin, miyositlerin, mezotel hiicrelerinin ve media katmaninda bulunan diiz
kas hiicrelerinin sitoplazmasinda da kuvvetli pozitif immunreaksiyona rastlandi. Endotel
hiicrelerinde zayif reaksiyon goézlenirken, kript epiteli ve bez epitelinin ¢ekirdeginde
orta dereceli reaksiyon tespit edildi (Sekil 4.26).

B-defensin 2 immunoreaktivitesi luminal epitel ve bezlerde donemlere gore anlamli
Olciide degismezken (P>0.05), stromal hiicrelerde postpartum 1. giin ile didstriis ve
postpartum diger giinler arasindaki farkliligin anlamli oldugu goézlendi (P<0.05).
Damarlardaki B-defensin 2 immunoreaktivitesi donemlere gore karsilastirildiginda
postpartum 1. giin ile difstriis, postpartum 5., 10. ve 15. giinler arasindaki, postpartum
3. giin ile didstriis, postpartum 10. ve 15. giinler arasindaki, postpartum 5. giin ile
diostriis ve postpartum 10. giinler arasindaki, postpartum 15. giin ile di6striis arasindaki

farkliliklarin 6nemli oldugu tespit edildi (P<0.05) (Grafik 4.12).
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Grafik 4.12. Sican uterusunda B-defensin 2 immunreaksiyonunun toplam skoru
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Sekil 4.26. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda B-defensin 2 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan
damari, ok basi: B-defensin 2 pozitif apikal membran, kalin ok: f-defensin 2 pozitif stromal hiicreler, ince
ok: Hemosiderin yiiklii makrofajlar, Bar: 100 pm.
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4.2.13. p-defensin 3 ve p-defensin 4

B-defensin 3 ve B-defensin 4’iin uterus dokusunda olusturdugu immun reaksiyon birbiri
ile benzerlik gostermekteydi. Luminal epitelin, kript epitelinin ve bez epitelinin
sitoplazma ve cekirdeginde negatif reaksiyon saptanirken, sadece luminal epitelin ve
kript epitelinin apikal membraninda pozitif immunreaksiyon tespit edildi. Postpartum 1.
ve 3. giinlerde luminal epitelin lateral membranlarinda da B-defensin 3 ve B-defensin 4
icin reaksiyon pozitifti. Postpartum 1. giinde lamina propriyada ve stratum vaskulare
ekstraselliiler matriksinde, diger postpartum giinlerde ise stromal hiicrelerin
sitoplazmasimnda kuvvetli pozitif immunreaksiyon saptandi. Her iki antikor igin
miyometriyumda, damarlarin media katmaninda, endotel ve mezotel hiicrelerin
cekirdegindeki immunreaksiyonlar negatif oldugu halde, endotel ve mezotel
hiicrelerinin = sitoplazmalarinda kuvvetli pozitif immunreaksiyon saptandi. Mast
hiicrelerinde ve miyoepitel hiicrelerinde de B-defensin 3 ve B-defensin 4 pozitif

immunreaksiyonu pozitifti (Sekil 4.27, Sekil 4.28).
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Grafik 4.13. Sican uterusunda B-defensin 3 immunreaksiyonunun toplam skoru
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Sekil 4.27. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda B-defensin 3 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan
damari, m: miyometriyum, ok basi: B-defensin 3 pozitif apikal ve lateral membran, kalin ok: B-defensin 3
pozitif stromal hiicreler, Bar: 100 pm.

Luminal epiteldeki B-defensin 3 immunoreaktivitesi karsilastirildiginda postpartum 3.
giin ile postpartum 5., 10., 15. giinler arasindaki farklhiliklarin énem tasidigi (P<0.05),
ancak stromal hiicrelerde, bezlerde ve damarlardaki immunoreaktivitenin donemlere

gore anlamh dl¢iide degismedigi belirlendi (P>0.05) (Grafik 4.13).



Sekil 4.28. Diostriis, postpartum 1. (PP1), 3. (PP3), 5. (PP5), 10. (PP10) ve 15. giinlerde (PP15) sican
uterusunda B-defensin 4 immunoreaktivitesi. L: lumen, c: kript, e: epitel, g: endometriyal bez, v: kan
damari, m: miyometriyum, ok bast: B-defensin 4 pozitif apikal ve lateral membran, Bar: 100 pm.
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B-defensin 4 immunoreaktivitesi endometriyal bezlerde ve damarlarda donemlere gore
anlamh Ol¢iide degismezken, luminal epiteldeki reaktivitenin postpartum 3. giin ile
postpartum 5., 10. ve 15. giinler arasinda Oonemli oranda farkli oldugu tespit edildi
(P<0.05). B-defensin 4
postpartum donemin tiim giinlerinden farkli oldugu saptandi (P<0.05) (Grafik 4.14).

Stromal hiicrelerde diostriisdeki immunoreaktivitesinin
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Grafik 4.14. Sican uterusunda B-defensin 4 immunreaksiyonunun toplam skoru

Tablo 4.1. Epitel, kript, stroma ve miyometriyum kalinliklarinin istatistiksel degerlendirilmesi

Epitel Kript Stroma Miyometriyum
Postpartum  Median Median Median Median
Giinler (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max) (Min-Max)

) (pm) (pm) (pm) (pm)
1.GUN 30 (15-42,5) 35(27,5-52,5) - 810 (520-1300)
3.GUN 27,5 (15-35) 25 (15-35) 630 (260-800) 810 (550-1200)
5.GUN 27,5 (20-50) 27,5 (17,5-62,5) 550 (370-700) 480 (270-660)
10.GUN 22,5(15-37,5) --—-- 470 (290-630) 490 (300-650)
15.GUN 25 (12,5-37,5) - 350 (250-450) 400 (300-550)
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Sekil 4.29. Pozitif kontrol olarak kullanilan insan bagirsag: ve sigan akcigerinde p-defensin 1, f-defensin
2, B-defensin 3 ve B-defensin 4 immunoreaktivitesi. B: bronscuk, a: alveol, v: kan damari, kalin ok: B-
defensin 1 pozitif hiicreler, Bar: 100 pm.

B-defensin 3 ve B-defensin 4’iin pozitif kontrolii olarak kullanilan sican akcigerinde de

brons ve bronscuk epitellerinde boyanma negatifti (Sekil 4.29).
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Sekil 4.30. Pozitif kontrol olarak kullanilan insan plasentasi ve si¢an akcigerinde TLR3, TLR4, TLR7 ve
TLRS8 immunoreaktivitesi. B: bronscuk, a: alveol, v: kan damari, kalin ok: TLR3, TLR4, TLR7 ve TLRS8
pozitif hiicreler, Bar: 100 um.
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Grafik 4.15. Western blot sonuglariin kantitatif analizi
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Sekil 4.31. Postpartum 1., 3., 5., 10., 15. giinlerde ve didstriis doneminde sican uterusunda western blot
analizi ile belirlenen Toll-like reseptorler ve B-aktine ait protein bantlar
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M1M2 D PPI1PP3PPSPP10PPIS

Sekil 4.32. Western SDS-PAGE Jel, Colloidal Coomassie Brillant Blue, M1 (Marker, Amersham), M2
(Marker, Fermentas). D: Diostriis, PP1: Postpartum 1. giin, PP3: Postpartum 3. giin, PP5: Postpartum 5.
giin, PP10: Postpartum 10. giin, PP15: Postpartum 15. giin.

Ml M2 M3 D PPl PP3PP5PPLOPFPIS

..

Sekil 4.33. Trisin jel, Colloidal Coomassie Brillant Blue. M1 (Marker, Amersham), M2 (Marker,
Fermentas), M3 (Marker, Amresco), D: Diostriis, PP1: Postpartum 1. giin, PP3: Postpartum 3. giin, PP5:
Postpartum 5. giin, PP10: Postpartum 10. giin, PP15: Postpartum 15. giin.
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5. TARTISMA VE SONUC

Involiisyon bir yara iyilesmesine benzer sekilde doku kaybi ve doku rejenerasyonu
olmak iizere iki asamada gerceklesen kompleks bir biyolojik olgudur. Bu olgu hem
endometriyumdaki hem de miyometriyumdaki hiicresel degisiklikleri i¢ine alir (4, 241,
242). Sicanlarda postpartum donemde uterus epitelinin yeniden sekillenmesinin (re-
epitelizasyonu) 36 saatte gerceklestigi ve bu hizli rejenerasyonun erken postpartum
Ostrusdan kaynaklandigi bildirilmektedir (43). Sunulan c¢aligmada postpartum 1.
giindeki sican uterusunda lumene dogru farkli sekil ve biiyiikliikkte kivrimlar
olusturdugu gozlenen mukozanin bir epitelle ortiilii oldugu saptanmis olup bu bulgu
epitelin varligin1 gostermekte ancak epitelizasyonun tamamlandig1 (43, 52) bilgisini
desteklememektedir. Ciinkii bu calismada ayrica postpartum 1. giinde epitelin boyanma
nitelikleri ile yapisal 6zellikleri farkli olan hiicrelerden olustugu ve intraepiteliyal
kapillar damarlar icerdigi, postpartum 3. giinde intraepiteliyal kapillarlarin kayboldugu
ve 5. giinde ise epitelin tek tip prizmatik hiicrelerden olustugu tespit edilmistir. Ayrica
postpartum giinler arasinda epitel yiikseklikleri karsilastirildiginda postpartum 1.
giindeki ve 5. giindeki epitel yiiksekliklerinin postpartum 10. ve 15. giinlerdekinden
farkli oldugu (P<0.01) diger farkliliklarin ise onemsiz oldugu tespit edilmistir (P>0,01).

Tablo 4.1’de goriildiigii lizere luminal epitel yiikseklikleri 6zellikle postpartum siirecte
giderek azalmaktadir. Nitekim Takamoto ve ark (1998) sicanlarda postpartum iiciincii

giinde luminal epitel hiicrelerinin postpartum 1. giindekine kiyasla daha kiiciik oldugunu
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(8) belirtmektedirler. Tiim bulgulara dayanarak epitelin rejenerasyon ve farklilagsma
stirecinin 10. giine kadar devam ettigi goriisiinii ileri siirebiliriz.

Bu calismada, ayrica postpartum periyodun 3. giiniinde kriptlerin derinliklerinin
azaldigi, lamina propriyanin hiicre yogunlugunun arttig1, 5. giiniinde uterus lumeninin
daralarak T seklini aldig, epitelin ayni tipteki prizmatik hiicrelerden olustugu, 10. ve
15. giinlerinde ise kriptlerin tamamen kayboldugu, yiizey epitelinin ise yiiksek
prizmatik Ozellik kazandigi gozlenmis olup, bu bulgularimiz sican uterusunun
involiisyonu srrasinda endometriyumdaki yapisal degisikleri tanimlayan ¢alismalardaki
bilgilerle (43, 52) paralellik gostermektedir. Calismamizda kriptler postpartum 10. ve
15. giinlerde kayboldugundan, kript yiikseklikleri sadece postpartum 1., 3., ve 5.
giinlerde Ol¢iilmiis ve bu gruplar arasindaki farklilik 6nemli bulunmustur (P<0,01). Bu
caligmada kriptlerin 5. giinde varligint devam ettirdigi halde postpartum 10. giinde
bulunmadiginin gozlenmesi de uterus involiisyonunun postpartum 10. giinde coktan
tamamlanmis oldugunun delilidir.

Takamoto ve ark (1998) sicanlarda postpartum 3. giinde endometriyumun 1.
giindekinden daha kalin oldugunu (8), Elkhalil ve ark. (2005) ise postpartum 1. giinde
sican uterusunun endometriyal tabakasinin kalinliginin didstriis doneminden farkli
olmadigint ve postpartum 3. giinden 25. giine kadar arttigmni bildirmektedirler (52).
Sunulan caligmada postpartum 1. giinde mukozanin lumene yapmis oldugu diizensiz
kivrimlardan dolayr stroma kalmhiginm Ol¢iimiiniin pek saghkli olamayacagi
diisiiniildiigiinden stroma kalinlig1 dl¢iilmemistir. Bu nedenle diger postpartum giinler
arasinda stroma kalinliklar1 karsilastirilmig postpartum 3. giin ile 5. giin arasindaki
farkliligin 6nemsiz oldugu (P>0,01), ancak diger farkliliklarin anlamli oldugu (P<0,01)
belirlenmistir. Bu bulgu literatiir bilgiyle tamamen celismektedir. Tablo 4.1’de
goriildiigii tizere postpartum 10. ve 15. giinlerde stroma kalinliginda énemli bir azalma
dikkati cekmektedir. Postpartum 1. giinde stroma ddemli olup az sayida hiicre igerirken,
postpartum donemin diger giinlerinde stromadaki 6demin azalmasiyla ters orantili
olarak stromal hiicrelerde bir artis soz konusudur. Bu nedenle involiisyon siirecinde
stroma kalinligmin azaldiginin ancak icerdigi hiicre miktarin arttigmin ileri siiriilmesi
daha uygun olacaktir.

Involiisyon siirecinde uterusda goriilen yapisal degisikliklerle ilgili ¢alismalar inekler
(10, 40, 243) ve kasraklar (244, 245) iizerinde odaklanmistir. Fakat sicanlarda uterus

involiisyonu ile ilgili sadece birka¢ calisma bulunmaktadir. Bunlardan rutin histolojik
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tekniklerini kullanarak sicanlarda postpartum 6. giine kadar olan donemde sadece
endometriyumdaki degisikleri inceleyen Kanter ve Kog¢ (1997) uterus mukozasinin
involiisyonunun postpartum 5. veya 6. giinlerde tamamlandigini ileri siirmektedirler
(246). Uterus involiisyonunun sadece endometriyumu kapsamadigi, bunun yanisira
miyometriyumun ¢esitli intrasellular mekanizmalar araciligiyla degisimler gecirerek
involiisyon siirecinde uterus hacminin normal boyutlara ulagsmasinda etkin oldugu
bilinmektedir (241).

Warbrick (1955) postpartum 5. giinde sican uterusunda Ozellikle uterus bezleri ile
sirkular kas tabakasina bitisik endometriyumda gruplar halinde pigment iceren hiicreler
oldugunu bildirirken (43), Elkhalil ve ark. (2005), postpartum 10. giinde yine ayni
bolgede gozlemledikleri ve eozinofilik hiicreler olarak adlandirdiklari bu hiicrelerin
postpartum 15. ve 20. giinlerde miktarlarinin arttigm belirtmektedirler (52). Bizim
calismamizda da Croossman’in ii¢lii boyamasinda (234) postpartum 3. giinde birkac
adet, 5. giinde ise bez gruplar etrafinda stromada altin saris1 renkte boyanan ve degisik
biiyiikliikte graniiller iceren hiicreler gdzlenmistir (Sekil 4.7).

Fare (247), inek (40), kisrak (248) ve kopeklerde (249) uterus mukozasinda siderofaj
(hemosiderin yiiklii makrofaj) adi verilen hiicrelerin bulundugu cesitli calismalarla
gosterilmistir. Calismamizda gozlemledigimiz bu graniilli hiicrelerin siderofajlar
olabilecegi fikrinden yola ¢ikarak Perl’s Prussian Blue metodu (235) uygulanmis ve
mavi renkte reaksiyon veren irili ufakli graniiller igerdigi goézlenen bu hiicrelerin
siderofajlar oldugu kesin olarak belirlenmistir (250). Onceki calismalarda belirtildigi
sekilde (43, 52) miyometriyuma bitisik endometriyal stroma bdlgesinde gruplar halinde
bulundugu goézlenen bu hiicrelerin miktarinin postpartum 5. giinden itibaren giderek
arttig1 tespit edilmistir. Siderofajlarin eritrositleri fagosite eden makrofajlar oldugu ve
36-72 saatte hemoglobini hemosiderine doniistiirdiikleri bilindiginden (251-253), bu
calismada sican uterusunda siderofajlarin sayilarinin postpartum siirecle dogru orantili
olarak arttiginin gozlenmesi, bu hiicrelerin diger stromal hiicreler ile birlikte uterusun
temizlenme siirecinde gorev aldiklarini diisiindiirmiistiir.

Sunulan c¢aliymada sican uterusunda mukozadaki degisikliklerin yam = swra
miyometriyumdaki degisiklikler de kantitatif olarak degerlendirilmis olup Tablo 4.1’de
gorildiigli tizere miyometriyum kalmliginin postpartum giiniin ilerlemesiyle azaldigi
belirlenmistir. Miyometriyum kalinliklar1 karsilastirildiginda ise postpartum 1. giin ile

3. giin ve postpartum 5. giin ile 10. giin arasindaki farkliliklarin 6nemsiz oldugu



104

(P>0,01) ancak diger farkliliklarin istatistiksel agidan 6nem tasidig: tespit edilmistir. Bu
bulgularimiz involiisyon siirecinde miyometriyal degisikliklerin oldugu bilgisini (241,

242) desteklemektedir.

Endometriyumun anahtar rolii fertilizasyon, implantasyon ve gebelik gibi olaylari
diizenlemektir. Ayn1 zamanda dogumdan sonra disi genital sisteme ulasan bakterilere
kars1 savunmada temel bir mukozal bariyer gorevi goriir. Uterus enfeksiyonlarinin
engellenmesi basarili bir iireme igin gereklidir. Endometriyal hiicreler bariyer
fonksiyonlarmin yanisira sigirda, insanda ve kemiricilerde bildirildigi (29, 91, 92) tizere
reprodiiktif sistemin dogal immun savunmasinda da Onemli bir role sahiptirler.
Endometriyumun bakterilere karsi ilk savunmasi Toll-like reseptorlerini, antimikrobiyal
peptidleri ve akut faz proteinlerini i¢ine alan bir dogal immun sisteme baghdir (72,
250).

Toll-like reseptorleri bakteri, virus ve mantar gibi mikrobiyal patojenlerde bulunan
spesifik molekiiler yapilar1 tamiyan (Pathogen associated molecular pattern, PAMP),
invaze olan mikroorganizmalar1 yok etmek icin yangisal, antiviral immun yaniti
baslatan ve dendritik hiicrelerin olgunlagsmasini saglayan transmembran proteinleridir
(254). PAMP’lar cesitli bakterilerde hiicre duvarinin bileseni olan lipopolisakkarid
(LPS), peptidoglikan (PDG) ve lipopeptidleri, bakteri flagellumundaki filamentleri
sekillendiren bir protein olan flagellini, bakteriyel DNA’y1, cift zincirli viral RNA’y1
ihtiva eder. PAMP’lar tarafindan TLR nin stimulasyonu TLR sinyalizasyonunu baslatir
(104).

Giinlimiize kadar insanlarda 11 (TLR1-11), farelerde 12 adet (TLR1-9, TLR11, TLR12
ve TLR10’un homologu olarak TLR13) TLR tanimlanmistir (85, 255). Bu reseptorler
koyun harig, tavuk, domuz, sigir, kedi ve kopek gibi cesitli tiirlerde de klonlanmamaistir
(77, 92). TLR homodimerler veya heterodimerler (TLR2 + TLR1 veya TLR2 + TLR6)
olarak eksprese olurlar ve farkli mikrobiyel uyaranlar1 tanirlar. TLR1, TLR2 ve TLR6
lipoteikoik asit (lipoteichoic acid, LTA) gibi bakteriyel lipidleri tanirken (256), TLR3
virus kokenli ¢ift zincirli RNA'y1 tanir (257). TLR4, E. coli gibi Gram-negatif
bakterilerin lipopolisakkaridlerini (LPS) tanir (258). TLRS, flagelline baglanir (112).
TLR7 ve TLRS8 Kkiiciik sentetik antiviral molekiilleri tanirlar (259) ve tek zincirli
RNA’nin ligandidirlar (116). TLR9 bakteri genomunda bulunan metilasyona ugramamis
tek zincirli CpG-DNA'ya yanit icin gereklidir (260) TLR10’un ligandi hala
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bilinmemektedir. TLR11 iiropatojenik E. coli’yi (126) ve Toxoplasma gondii’nin bir
proteini olan profilin-benzeri bir proteini (261) tanir.

Insanda TLR’nin dentritik hiicreler, makrofajlar, dogal katil hiicreleri (NK hiicreleri),
mast hiicreleri, notrofil graniilositler, B ve T lenfositler gibi immun sistem hiicreleri ile
fibroblastlar ve epitel hiicreleri tarafindan eksprese edildigi bilinmektedir (262).
Giintimiize kadar yapilan ¢aligmalar, disi genital sistemde TLR tiplerinin organlara gore
farklilik ~ gosterdigini ortaya koymaktadir. Insanlarda ovidukt, endometriyum,
endoserviks, ektoserviks, vagina epitel hiicrelerinde TLR1 (263), TLR2 (143), TLR3
(263), TLR4 (142, 264), TLRS (263), TLR6 (263), TLR7 (91), TLRS (91) ve TLR9’un
(265) eksprese oldugu bilinmektedir. Aflatoonian ve ark (2007) insanda endometrial
dokuda TLRI1-10 eksprese edildigini bildirdigi halde (146), Schaefer ve ark (2004)
insan endometriyal epitel hiicre kiiltiirinde TLR1-9’un eksprese edildigini, aksine
TLR10’un eksprese edilmedigini rapor etmektedirler (91). Bununla birlikte, Fazeli ve
ark (2005) TLR4’iin sadece endoserviks, endometriyum ve tuba uterinada eksprese
oldugunu, ancak vagina ve ektoservikste bulunmadigini ifade etmektedirler (142). Pioli
ve ark (2004) ise TLR2 ve TLR4’lin, disi genital sistemin farkli bolimlerinde farkh
miktarlarda gozlendigini, 6rnegin serviks ve vaginada en yiiksek miktarda iken tuba

uterinada en diisiik miktarda eksprese oldugunu belirtmektedirler (143).

Endometriyumun seksiiel siklus boyunca cinsiyet hormonlarinin etkisi altinda oldugu ve
bu hormonlarmin sadece endometriyumun anatomik ve histolojik Ozelliklerini
diizenlemekle kalmayip, ayn1 zamanda endometriyumda immunolojik olaylar1 (immun
hiicrelerin lokalizasyonunu ve akisi1 gibi) diizenledigi belirtilmektedir (266-268).
Ostrojen hormonunun siklusun proliferatif fazinda, progesteron hormon seviyesinin ise
sekretorik fazda daha yiiksek oldugu bilinmektedir (146). Endometriyumda bulunan
TLR’in ekspresyon seviyelerinin siklusa gore farklilik gosterdigi bu durumun
endometriyumda TLR molekiillerinin ekspresyonu {iizerinde Ostrojenin inhibitor
etkisinden ya da progesteronun destekleyici etkisinden kaynaklanabilecegi ifade
edilmektedir (146). Insanlarda TLR2-6, 9, 10’un ekspresyonlarinin menstriial siklusun
sekretorik fazinda en yiiksek seviyelerde oldugu, TLR1-7, 9 ve 10’un ise menstriial
siklus siiresince bulundugu ifade edilmektedir (146, 269). Jorgenson ve ark. (2005)
primer endometriyal epitel hiicrelerinde TLR3 ekspresyonunun siklusa bagli olarak

degistigini ifade etmektedirler (31).
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TLR’nin disi genital sistemdeki lokalizasyon ve ekspresyonlarina iligkin olarak insan,
sigir ve farede yapilan caligmalar incelendiginde bu calismalarin seksiiel siklus ile
gebelik donemine odaklandiklar1 goriilmektedir (30-33, 77, 140, 142, 151, 270).
Postpartum involiisyon doneminde saglikli uterus dokusunda TLR’nin lokalizasyonlar1
ve ekpresyonlarina iliskin herhangi bir calismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte
sigirlarda postpartum periyodlarda saglikli (fertil), metritis, klinik endometritis ve
subklinik endometritisli infertil sigirlarda TLR1-10’un incelendigi bir calismada dogum
ve postpartum 1. haftaya kadar olan postpartum siire¢ I. Periyod, postpartum 3., 5. ve 7.
haftalar1 i¢cine alan siire¢ ise II. periyod olarak ayrilmistir. Calismada her iki gruptaki
sigirlarda birinci periyodta endometriyumda TLR1, TLR2, TLR3, TLRS, TLR6, TLR7,
TLRY, TLR10’un eksprese oldugu ve TLR2 ile TLR10’un infertil hayvanlarda fertil
hayvanlardakinden daha yiiksek diizeylerde bulundugu bildirilmektedir. Ayrica TLR2
ekspresyon diizeyinin infertil sigirlarda I. ve II. periyodlar arasinda azaldigini, II
periyodta fertil ve infertil sigirlarda TLRnin (TLR1-10) benzer diizeylerde eksprese
oldugu ifade edilmektedir. Bunlarin yam sira I. periyodta TLR4 ekpresyonunun infertil
hayvanlarda fertil hayvanlarinkinden daha yiiksek oldugu, infertil sigirlarda TLR4
ekspresyon diizeyinin I. ve II. periyodlar arasinda azaldig1 halde II. periyodta fertil ve
infertil hayvanlar arasinda gen ekspresyon agisindan 6nemli bir farklilik bulunmadigi da
rapor edilmektedir (271). Sunulan caligmada fertil sigirlarda bildirilenlere (271) benzer
olarak postpartum 1., 3., 5., 10., 15. giinlerdeki sican uterusunda TLR1-10’un eksprese
oldugu immunohistokimyasal olarak ve western blot analizi ile belirlenmis olup saglikli
olarak gelisen postpartum siiregteki Toll-like reseptorlerinin (TLRI1-10) varligimi
gosteren ilk calisma niteligi tasimaktadir.

Tez caligmamda gebeligin sekillendigi ve sonlandigi organ olan uterusda postpartum
donemde TLR1-10’lerinin lokalizasyonlar1 ve ekspresyonlar: incelenmis, disi genital
sistemin diger organlart (ovaryum, ovidukt, serviks ve vagina) calismaya dahil
edilmemigtir. Postpartum siirecteki uterus Orneklerinde TLR’nin lokalizasyonlar: ile
ekspresyonlart  didstriis doneminde bulunan sican uterusundaki bulgular ile
karsilastirilmistir. Genel olarak degerlendirildiginde didstriis donemi ile postpartum
giinler arasinda TLR ekspresyonu ag¢isindan 6nemli farklhiliklar gozlenmistir. Postpartum
siirecte TLR’nin protein degerlerine bakildiginda TLR1, 3-7 ve 10’un postpartum 5.
giinde, TLR2 ve 9’un ise postpartum 10. giinde diger donemlere gore daha yiiksek

oranda bulundugu saptanmustir. Didstriis ile postpartum giinlerdeki protein degerleri



107

istatistiksel acidan kiyaslandiginda; TLR1 ve TLR9’un postpartum donemin 1.
giiniindeki protein degerlerinin didstriis donemindekinden, TLR1, TLR3-7 ve TLR9’un
postpartum donemin 3. ve 5. giinlerindeki protein degerlerinin  didstriis
donemindekilerden farkl oldugu belirlenmistir (P<0.05). Ayn1 zamanda TLR1, TLR4-7,
TLRO9’un postpartum donemin 10. giiniindeki protein degerlerinin  didstriis
donemindekilerden, TLR1, TLR4, TLR7’nin postpartum donemin 15. giiniindeki
protein degerlerinin didstriis donemindekilerden farkli oldugu saptanmustir (P<0.05).
Bunun disinda postpartum giinler kendi aralarinda karsilastirildiklarinda TLR1, TLR4
ve TLR6’nin postpartum donemin 1. giindeki protein degerleri ile postpartum dénemin
3. ve 5. giindeki protein degerleri arasindaki farkliklarin istatistiksel agidan 6nemli
oldugu gozlenmistir (P<0.05). TLR2 ve TLR10’un protein degerleri acisindan didstriis
donemi ve postpartum giinler arasinda herhangi bir onemli farklilik saptanmamustir
(P>0.05). Bu sonuclar seksiiel siklusda oldugu gibi (142, 146, 269) postpartum
donemde de uterusda TLR ekspresyonlarmin involiisyon siirecine bagl olarak
degisebildiginin gostergesi olarak yorumlanabilir.

Si1gir endometriyumunda endometriyal epitel hiicreleri ve stromal hiicrelerde Toll-like
reseptor ekspresyonunun farkli oldugu, buna gore epitel hiicrelerinde TLR1-7 ve 9’un,
stromal hiicrelerde ise TLR1-4, 6, 7, 9 ve 10’un eksprese oldugu belirtilmektedir (151).
Hirata ve ark (2007) TLR2, 3, 4 ve 9’un menstriial siklus boyunca hem epitel, hem de
stromal hiicrelerde eksprese oldugunu, ekspresyon diizeyinin TLR3 ic¢in epitel
hiicrelerinde, TLR4 i¢in ise stromal hiicrelerde daha yiiksek oldugunu bildirmektedirler
(270). Hirata ve ark (2007) (270), yam sira diger bazi arastiricilar da (146, 269) TLR2
ve TLRY ekspresyonunun endometriyal epitel ve stromal hiicrelerde benzer miktarlarda
bulundugu ifade etmektedirler. Sunulan tez ¢calismamda, postpartum donemdeki sican
uterusunda ise tiim Toll-like reseptorleri hem epitel hiicrelerinde hem de stroma
hiicrelerinde gozlenmistir. Fakat, immunohistokimyasal boyamalar sonucunda boyanma
yogunluklarinda farkliliklar saptanmisti. TLR4 pozitif immunoreaktivitesinin,
endometriyal stroma hiicrelerinde endometriyal epitel hiicrelerindekinden daha yogun
oldugu belirlenmistir. Ayrica postpartum donemde endometriyal stromada TLR7
immunoreaktivitesinin daha yogun oldugu, buna karsihik TLR3 immunreaksiyonun
endometriyal epitel hiicrelerinde stromal hiicrelerdekinden daha baskin oldugu
goriilmiistiir. Elde ettigim bu bulgular, Hirata ve ark (2007)’min bildirdiklerine
parallellik gostermektedir (270).
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Insanda uterusun endometriyumunda yerlesen NK hiicrelerinde TLR1-4, 6, 7, 10’un
eksprese oldugu, ancak TLRS, 8 ve 9’un ise bulunmadigi, bu nedenle epiteliyal
tabakanin yikimlandig: siire¢ olan menstriiasyon doneminde PAMP’a kars1 cevapta NK
hiicrelerinin gorev aldig1 bildirilmektedir (272). Caliyjmamda NK hiicreleri spesifik
olarak belirlenmediginden bu hiicrelerde TLR’nin lokalizasyon ve ekspresyonu
incelenmemistir. Ancak stromal hiicrelerin TLR tiplerinin tiimiine karsi immunreaktif
oldugu immunohistokimyasal olarak tespit edildiginden, pozitif reaksiyon veren stromal
hiicrelerden bazilarinin NK hiicreleri olabilecegi diisiiniilmiistiir.

Insanda, TLRI1, 2, 4, 5 ve 6 hiicre membraninda, TLR3, 7, 8 ve 9 ise hiicre icinde
endozomlarin yiizeyinde bulunurlar (273). Gewirtz ve ark (2001) TLRS’in bagirsak
epitel hiicrelerinin bazolateral yiizeylerinde de eksprese oldugunu bildirmektedirler
(274). Aktiflesmemis immun sistem hiicrelerinde TLRY endoplazmik retikulumda
bulunurken, hiicrenin aktivasyonuyla endozomlara ve lizozomlara gecer (275, 276).
TLR’in endometriyal epitel hiicrelerinin apikal membranlarma yerlesmesinin nedeninin
mikroorganizmalarin PAMP bolgelerinin ilk olarak bu hiicrelerin apikal yiizeyleri ile
temas etmesi ve dolayisiyla TLR’nin sitokin/semokin salgilanmasmi bu apikal
bolimden stimiile etmesi ile ilgili oldugu bilinmektedir (263). Calismamda da
TLR’inden TLR4, TLRS ve TLR7 immunoreaktivitelerinin 6zellikle postpartum 1. ve 3.
giinde lumeni c¢evreleyen epitel hiicrelerinin hem apikal ve hem de lateral
membranlarinda bulundugu ve postpartum 5., 10. ve 15. giinlerde ise lateral
membrandaki immunreaksiyonlarin gézden kayboldugu tespit edilmistir. TLR’inden
TLR7’nin hiicre i¢inde bulunmasi beklenirken (273) hiicre membraninda lokalize
olmast oldukga ilging¢ bir bulgudur. Calismamiz bulgularina ve Gewirtz ve ark (2001)
bildirdiklerine dayanarak (274), sican uterusunda postpartum siirecin ilk giinlerinde
TLR’lerinden TLR4, TLRS ve TLR7’nin lateral membranlarda da yerleserek apikal
yiizeyden lateral ylizeye dogru invaze olacak olan mikroorganizmalarin PAMP’larini
tantyabileceklerini ileri siiriilebilir. Ancak bu hipotezimizi dogrulamak i¢in postpartum
siirecte bir enfeksiyon swrasinda uterusda TLR’nin lokalizasyonlarmi arastiran
caligmalarmn yapilmasmin gerekli oldugu kanisindayim.

TLR1’in damar endotel hiicrelerinde, uterusun miyometrial diiz kas hiicrelerinde ve
serviksin stromasi igerisindeki diiz kas hiicrelerinde bulundugu, TLR2 nin serviks ve
vaginanin diiz kas hiicrelerinde, TLR3’tin vagina ve endoserviks’in stromal

fibroblastlarinda, TLR4 iin uterus ve serviksin diiz kas hiicrelerinde, TLRS’in vagina ve
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endoserviksin stromasi i¢indeki damar endotel ve diiz kas hiicrelerinde, TLR6 nin
vagina icindeki stromal fibroblastlarda (142), TLR8’in ise endometriyal stromada (146)
eksprese oldugu bilinmektedir. Sunulan tez calismamda postpartum giinlerde ve
diostriis doneminde yapilan immunohistokimyasal ve western blot analizi sonucunda
sican uterusunda TLR1-10 reseptorlerinin lumen epiteli disinda, stromal hiicreler, bez
epiteli, damar endotel hiicreleri, miyometrial diiz kas hiicreleri, mast hiicreleri ve
mezotel hiicrelerde lokalize oldugu tespit edilmistir.

Disi genital sistemin epitel hiicreleri sadece patojenleri tanima potansiyeline sahip
olmayip ayn1 zamanda antimikrobiyal bilesikleri, semokinleri ve sitokinleri iireterek
enfeksiyonlara cevap verebilme yetenegine de sahiptirler. Bu antimikrobiyal bilesikler
arasinda bakteri, virus ve mantarlara karsi genis spektrumlu aktivite gdsteren bir grup
katyonik peptid olan defensinler gelir. a-, B- ve 0-defensinler olmak iizere ii¢ temel
defensin alt ailesi bulunmaktadir (176). Insanda o-defensinler nétrofil graniilositlerde
HNP1-4 ve epiteliyal yiizeylerde HD 5 ve 6 bulunurken, B-defensinler ise genel olarak
epiteliyal yiizeylerde baskindirlar ve infeksiyona karst mukozayr korumak igin bir
bariyer gorevi goriirler (277). Simdiye kadar insanlarda 6 defensin geninin identifiye
edildigi (278-283), bunlarin kalici olarak eksprese olanlar ve yangisal veya patojen
kaynakli uyaranlar ile indiiklenenler olmak {iizere alt gruplara ayrildiklar:
bildirilmektedir (281, 282, 284-286). Disi genital sistemin defensinlerin 6nemli bir
tiretim yeri oldugu cesitli caligmalarla ortaya konmustur (32, 178, 184, 190, 193, 194).
Ancak soz konusu caligmalar genellikle seksiiel siklus veya menstriial siklus,
implantasyon ve gebelik gibi olgularda bu antimikrobiyel peptidlerin varligma veya
hangi tipinin daha yogun veya az oranda eksprese olduguna iligkindir. Ancak
postpartum donemin incelendigi herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle
sunulan arastirma postpartum donemin 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerinde sican uterusunda
insan B-defensin 1-4’iin lokalizasyonunun belirlendigi ilk ¢aligmadir.

Giintimiizde molekiil agirligir 100 kDa iizerinde bulunan proteinler klasik western blot
teknigi (Tris-Glycine-SDS-PAGE) ile belirlenebilirken 2.5-50 kDa molekiil agirhigma
sahip olan proteinlerin analiz edilebilmeleri i¢in Schagger ve Von Jagow (1987) (237),
Schagger (2006) (238) tarafindan Tricine-SDS-PAGE teknigi gelistirilmistir. Bu
calismada biz de B-defensin 1-4 kiiciik molekiiler agirlikta proteinler (3.9-9 kDa)
olduklar1 i¢in bu proteinleri belirlemek amaciyla klasik western blot teknigi yerine

Trisin-SDS-PAGE teknigini uyguladik. Ancak genel olarak western blot tekniginde
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belirtilen sekilde lizis asamasinda uterus dokusunun lizis buffer ile muamelesinden
sonra homojenize etmek amaciyla kullandigimiz homojenizatdr (Heidolph, Silent
Crusher M) ile biiyiik molekiiler agirlikta proteinler olan Toll-like reseptorleri hiicre
disina ¢ikarabildigimiz halde kiiciik molekiiler agirlikta proteinler olan B-defensinleri
hiicre digina ¢ikarmamiz miimkiin olamamistir. Bu islem, homojenizator yerine titresim
yaparak ve yiiksek ses dalgalariyla hiicre biitiinliigiinii bozan sonikator adimi verdigimiz
cihazin kullanilmasi ile gerceklesebilmektedir. Dolayisiyla Toll-like reseptorleri klasik
western teknigi uygulanarak belirlenebildigi halde olanak yetersizligi nedeniyle
sonikator kullanilmadigi icin 14 kDa altindaki kiiciik proteinler (B-defensinl-4) tespit
edilememistir. Yapilan bu islemin gostergesi olarak Trisin-SDS-PAGE jel Colloidal
Coomassie Blue boyasi ile boyanmis ve 14 kDa altindaki proteinlerin olmadig: jel
izerinde gozlenmistir (Sekil 4.33). Bu nedenle calismamizda [-defensinlerin
involiisyon doneminde sican uterusundaki lokalizasyonlar1 sadece
immunohistokimyasal yontemle ortaya konulmustur. Aymi sekilde sonikator
kullanilmadig1 i¢cin biiyiik molekiiler agirlikta protein olmasina ragmen c¢ogunlukla
cekirdekte eksprese oldugu immunohistokimyasal olarak belirlenen TLR8 reseptoriide
western teknigi ile uterus dokusunda saptanamamustir.

Disi genital sistemde [-defensinlerin ekspresyonlarinin organlara gore degistigi
bilinmektedir. Insanlarda p-defensinlerden B-defensin 1-4 genlerinin endometriyumda
eksprese oldugu ve [-defensin ekspresyonlarinin her birinin farkli stimulasyonlar
tarafindan diizenlenmekte oldugu ifade edilmektedir (32). Ornegin HBD2 ve HBD3,
endometriyumda IL-1B, TNF-a ve IFN-y gibi proinflamatuvar sitokinler tarafindan
diizenlenmektedir (184). Soboll ve ark (2006) farenin uterus ve vagina dokularinda o-
defensinlerden AD1, 2 ve 5’in, B-defensinlerden ise BDI1, 2 ve 4 ve SLPI'nin
bulundugunu belirtmektedirler (233). Normal kadinlarda HBD1’in vagina, serviks,
endometriyum, ovidukt ve ovaryumda, HBD2 nin ise vagina ve ovaryum hari¢, genital
sistemin diger dokularinda eksprese oldugu bildirilmektedir (193). HBD2’nin ayrica
serviko-vaginal sekresyonlarda da bulundugu ve in vitro ortamda vaginal keratinositler
tarafindan eksprese edildigi belirtilmekte ve HBD1 ile 2’nin insanda genital kanalin
savunma mekanizmalarinda ©nemli rol oynadigi ileri siiriillmektedir (194). Tez
calismamda, insan B-defensinlerinden B-defensin 1-4’tin hem di6striis donemindeki
sicanlarin uteruslarinda, hem de postpartum siirecteki siganlarin uteruslarinda

bulunduklar1 saptanmustir.
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Sunulan caligmada, involiisyon donemine ait sican uterusunda B-defensin 1 ve 2’nin
luminal epitel ve bez epitelini olusturan hiicrelerin apikal membranlarinda, kript
epitelinde ve bazi stromal hiicrelerde bulundugu tespit edilmistir. Bununla birlikte
damar endoteli, mezotel hiicreleri, mast hiicreleri, miyometriyumdaki kas hiicrelerinde
her iki antimikrobiyel peptid icin pozitif immun reaksiyon gozlenmistir. Grafik 4.11 ve
4.12’de goriildiigii iizere B-defensin 1 ve B-defensin 2 ’in biitiin postpartum giinlerde ve
diostriis doneminde en yiiksek miktarlarda luminal epitelde, daha az oranda da stromal
hiicrelere yerlestigi, p-defensin 1’in damar endotelindeki immunoreaktivitesinin
postpartum 1. giinde en yiiksek, didstriisda ise en diisiik degerde oldugu tespit edilmistir.
B defensinlerden HBD1’in asli olarak epitel hiicreleri tarafindan eksprese edildigi
bilinmektedir (287). Das ve ark. (2007) da insan endometriyumunda HBD1’in bir
epiteliyal defensin oldugunu ve buna gore ekspresyonunun ana kaynagmin luminal
epitelden ziyade glandiiler epitel oldugunu ve HBD1’in daha az oranda da stromada
bulundugunu ileri siirmektedirler (178). Bu literatiir bilgi (178) postpartum dénemde
sican uterusunda [B-defensin 1’in epiteliyal ve stromal hiicrelerde lokalize oldugu
bulgusu ile paralellik gostermektedir.

Insanda B-defensin 2 ve 3’iin viruslar gibi farkli uyaranlar tarafindan indiiklendigi
bilinmektedir (287). B-defensin 2’nin, bir semokin reseptorii olan CCR6 araciligiyla
inflamasyon alanlarina olgunlagsmamis dendritik hiicrelerin ve bellek T hiicrelerinin
toplanmasina yol actigir ve bu durumun da infeksiyon boyunca adaptif immun sistemin
aktivasyonuyla sonug¢landigi ifade edilmektedir (174). Ayrica B-defensin 2’nin histamin
ve prostaglandin D,’nin serbest kalmasina neden olan sican mast hiicrelerini aktive
ettigi belirtilmektedir (288). Calismamizda postpartum siirecte herhangi bir patojenle
iliskili uyarim olmadig1 halde B-defensin 2’nin uterusun tiim yapisal bilesenlerinde
lokalize oldugunun belirlenmesi HBD2’nin viruslar gibi farkli uyaranlar tarafindan
indiiklendigi bilgisine tezat teskil etmektedir. Tiim bu sonuglar involiisyon doneminde
B-defensin 1 ve p-defensin 2’nin uterusun dogal savunmasinda antimikrobiyel
ekinliklerini uterus epitelinin yani sira uterusun diger tiim yapisal unsurlar1 araciligiyla
da sagladiklarimi akla getirmektedir.

Insanlarda yapilan calismalara gore (178, 184, 190) PB-defensinlerin ekspresyonlari
menstriial siklusa bagh olarak da degismektedir. HBD1 sekretorik fazda maksimum
seviyede eksprese edilirken, menstriiasyon boyunca ise HBD2 ekspresyonunda 6nemli

Olciide bir artig goriilmektedir (190). Sunulan tez calismamda didstriis ve postpartum
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donemlerde luminal epitel, bezler ve stromal hiicrelerdeki [p-defensin 1
immunoreaktivitesi karsilastirildiginda donemler arasi farklilik bulunmazken (P>0.05),
diostriisde damarlardaki immunreaksiyonun postpartum 1., 3., 5. giinlerdekinden farkl
oldugu belirlenmistir (P<0.05). B-defensin 2 immunoreaktivitesi ise luminal epitel ve
bezlerde donemlere gore anlamli Olciide degismezken (P>0.05), stromal hiicrelerde
postpartum 1. giin ile didstriis ve postpartum diger giinler arasindaki farkliligin anlamli
oldugu saptanmistir (P<0.05). Bu bulgular da B-defensin 1 ve 2’nin lokalizasyonlari ile
miktarlariin postpartum involiisyon siirecinde degistigini gostermektedir.

Insan uterusunda HBD3 ve HBD4’iin endometriyumda bulundugu, ancak
endometriyumun epitel hiicrelerinde HBD3 ve HBD4 ekspresyonlarmin stromal
hiicrelere oranla daha yiiksek oldugu ifade edilmektedir (184). Tez caliygmamda ise
incelenen tiim gruplarda B-defensin 3 ve B-defensin 4’lin sadece luminal epitelin ve
kript epitelinin apikal membraninda ancak postpartum 1. ve 3. giinlerde luminal epitelin
lateral membranlarinda da eksprese oldugu tespit edilmistir. Bazi stromal hiicreler,
miyometriyum, damarlarin media katmani, endotel ve mezotel hiicreler, mast hiicreler
ve miyoepitel hiicrelerinde de B-defensin 3 ve B-defensin 4 pozitif immunreaksiyonlar1
gozlenmigtir. Didstriis ve postpartum donemlerde B-defensin 3 immunoreaktiviteleri
karsilastirildiginda uterusun luminal epitelinde postpartum 3. giin ile postpartum 5., 10.,
15. giinler arasindaki farkliliklarin 6nem tasidigi (P<0.05), ancak stromal hiicrelerde,
bezlerde ve damarlardaki immunoreaktivitenin donemlere gore anlamlhi Olgiide
degismedigi belirlenmistir (P>0.05). B-defensind immunoreaktivitesi
degerlendirildiginde ise endometriyal bezlerde ve damarlarda donemlere gore anlaml
Olciide degismezken, luminal epiteldeki reaktivitenin postpartum 3. giin ile postpartum
5., 10. ve 15. giinler arasinda 6nemli oranda farkli oldugu tespit edilmistir (P<0.05).
Stromal hiicrelerde diostriisdeki B-defensin 4 immunoreaktivitesinin postpartum
donemin tiim giinlerinden farkli oldugu saptanmustir (P<0.05). King ve ark (2003)
HBD3’iin erken ve gec¢ sekretorik fazda maksimum seviyelerde bulundugunu, buna
karsihk HBD4 ekspresyonunun menstrual siklusun proliferatif fazinda en yiiksek
seviyelerde oldugunu rapor etmektedirler (184). Bu bilgiyle (184) uyumlu olarak tez
calismamin sonuglar1 B-defensin 3 ve B-defensin 4’iin sican uterusunda postpartum
involiisyonun tamamlanmasindan 6nce (pospartum 10. giinden Once) epitele lokalize

oldugunu, involiisyon tamamlandiktan sonra stromal hiicrelere yerlestigini gdstermistir.
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Sonug olarak tiim bulgular ele alindiginda, postpartum donemin 1., 3., 5., 10. ve 15.
giinleri ile difstriis doneminde bulunan saglikli sicanlarda uterusun postpartum 10.
giinde diostriis donemindeki uterusla benzer 6zellik tasidig1 buna gore de involiisyonun
postpartum 10. giinde tamamlandig: tespit edilmistir. Ayn1 zamanda postpartum 5.
giinden itibaren stroma i¢inde miyometriyum tabakasma yakimn sekilde ve endometriyal
bezler etrafinda hemosiderin yiiklii makrofajlara rastlamlmis ve makrofajlarin
miktarmin postpartum 10. giinde artarken, 15. giinde biraz azaldigi saptanmigtir.
Immunohistokimyasal incelemeler sonucunda postpartum giinlerde ve didstriis
doneminde TLR1-10 ve B-defensin 1-4’{in sican uterusunun luminal ve bez epitelinde,
bazi stromal hiicreler, mast hiicreleri, miyometriyum, mezotel hiicreleri ve damar
endotelinde degisen miktarlarda gdzlenmesi bu reseptorlerin involiisyon doneminde
olast uterus enfeksiyonlarmma kars1 savunmada yaygin sekilde gorev yaptigmi
diistindiirmektedir. TLR1-7, 9 ve 10 ekspresyonlarmin ve B-defensin 1-4 peptidlerinin
diostriis donemi ile diger postpartum giinlere gore farkli olmasi (p<0.05) bu
molekiillerin ekspresyonunlarinin involiisyon siirecine bagli olarak degistigini
gostermektedir. Bu baglamda involiisyon doneminde uterus dokusunun endometriyal
epitel hiicrelerinde apopitozis yoluyla gerceklesen dejenerasyon ve yogun yikimlanma
dikkate alindiginda, bu TLR’in ve B-defensinlerin uterus dokusunun rejenerasyonunun
yeniden saglanmasinda ve vaskiiler permeabiliteyi artirarak immun sistem hiicrelerinin
uterus dokusuna gecisine aracilik etmek suretiyle patojenlerden kaynaklanacak

enfeksiyonlara kars1 uterusun korunmasinda rol oynayabilecegi ileri siiriilebilir.
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