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1. GIRiS
Dogum, yasamin surekliligi i¢cin temel bir evrimsel siregtir. Yeni bir yagsamin
olugsumu, ilk 6nce, déllenme ile sonuglanan bir oosit ile spermin birlesmesine baghdir;
bu tur bir birlesme sonucu ortaya cikan zigot, bircok mitotik hiicre boélinmelerine
ugrar. Blastosist olarak adlandirilan 2 ayri tip hicreye sahip (ic hiucre kitlesi [Inner
cell mass: (ICM)] ve trofoektoderm) yapi uterusa ulasir ve implantasyon olayi baglar.
implantasyon, endokrin, parakrin, otokrin, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks
etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikan, ¢ok sayida molekulin fonksiyon gosterdigi
karmasik bir sirectir. Ancak, bu surecteki molekillerin kusursuz etkilesimlerinin
detaylari ve sirasi heniiz tam olarak tanimlanamamistir. implantasyon siirecinin tiirler
arasinda degiskenlik gostermesi bu tirdeki olaylarin formilasyonunu 6nlemektedir.
insanlarda implantasyon asamasini, embriyo ile uterusun etkilesimlerini molekiiler
dizeyde incelemek oldukc¢a gulc bir istir. Buna ek olarak, insan implantasyonunun
incelenmesindeki etik kisitlamalar ve deneyim zorluklari, embriyo-uterus
etkilesimlerinin direk analizini 6nlemektedir. Bu nedenle calismalar 6zellikle fare ve
sican implantasyonunun molekiler temeli ve fizyolojisi tizerine yogunlagsmigtir.
implantasyon embriyonun blastosist asamasinda gerceklesir. implantasyon
asamasinda zona pellicuda blastosistten ayrilir, blastosist uterus endometriyumu ile
yakin fiziksel temas kurar ve uterusla arasinda fizyolojik bir bag kurar. Enders ve
Schlofke, implantasyon sirecini 3 agsamaya ayirmigtir: Appozisyon, Adhezyon ve
Penetrasyon (1,2). Appozisyon, embriyonik trofoektoderm hiicrelerinin uterus yizey
epiteline baglanmasinin olusturdugu bir durumdur. Appozisyon, adhezyon asamasi
ile devam eder. Adhezyon, yiizey epitelinin ve trofoektodermin temas ederek beta
integrinler aracihgi ile baglanti kurdugu agsamadir. Penetrasyon agsamasinda ise,
ylzey epiteli trofoektoderm tarafindan invazyona ugrar ve embriyo uterus
endometriyumu icerisine gémiilmeye baslar. intersitisyel tip olarak tanimlanan bu
gelisim bicimi insanlar diginda domuz ve sempanze de gorulir. Bu bigimin diginda iki
tip daha vardir. Santral implantasyon, tavsan ve bazi marsupiallerde gozlenirken;
farelerde, sicanlarda ve hamsterlerde implantasyon eksantrik bicimde gerceklesir (3).
Farkl tirlerde implantasyon uterusun degisik bolgelerinde gerceklesir. Fare ve
sicanlari da iceren bazi kemirgenlerde implantasyon her zaman uterusun
antimezometriyal tarafinda gerceklesirken; bazi yarasalarda implantasyon

mezometriyal tarafta gerceklesmektedir (4,5).



implantasyon farkli tirlerde degisik giinlerde ortaya cikmaktadir. Fare ve
sicanlarda 4. ve 5. gun aksaminda, tavsanlarda 6,5. ginde meydana gelir (6,7).
Primatlarda implantasyon reaksiyonu insanlarda ve babonlarda hemen hemen 8
guinde, macaqueste 9 gunde ve marmoset maymunlarda 11. giinde olusur (8,9).
Domuzlarda ise 13, ineklerde 20, kuzularda 16 ve kecilerde 19 ginde meydana
gelmektedir (10).

2. GENEL BILGILER
2.1 IMPLANTASYON PENCERESI:

Memelilerde, blastosistlerin uterus ile karsilikli etkilesmeleri sonucunda
uterusda ortaya cikan implantasyonun gerceklesmesine uygun degdisim uterus
reseptivitesi olarak isimlendirilir. Blastosistin yapismasi ve gomulmesi ile ilgili olarak
gozlenen bu farklihk implantasyon gerceklesmedigi taktirde kisa slire sonunda
ortadan kalkar. Bu evrede, uterus cevresi, blastosist gelisimini baglamasi igin
farkhliklar gostermektedir (10,11,12). Uterus reseptivitesini belirten temel faktorler;
ovarian steroidler, progesteron ve ostrojenlerdir (11,13,14).

Farelerde gebeligin ilk ginunde (vaginal plak gozlenen gin) uterus epitel
hiicreleri, preovulatuar 6strojen salgilama etkisi altinda proliferasyona ugrar. Yeni
olusmus korpus luteumdan salgilanan progesteronun artan seviyeleri 3. ginden
itibaren stromal hiicre proliferasyonuna neden olur. Stromal hicre proliferasyonu,
gebeligin 4. gunid sabahinda salgilanan az miktardaki ovarian 6strojen tarafindan
daha cok uyarilir. Progesteron ve ostrojenin bu duzenlenen etkileri, farklilik
yaratarak, uterus epiteliyal hicre proliferasyonunun durmasiyla sonuclanir (15).
Normal gebelik boyunca, uterusta aktif bir blastosistin varligi, implantasyon
reaksiyonu igin uyaricidir.

Fare uterusu progesteron hakimiyetindeki 24-48 saatten sonra kicguk bir
miktar 6strojene maruz kalirsa blastosist implantasyonuna reseptif hale getirilir (16).
Uterusun 4. giunde implantasyona en cok reseptif oldugunu (12) ve implantasyon
oraninin zamanla azaldigi bildirilmigtir (17).

implantasyonun gerceklesmesi sirasinda énemli bir olayda annenin fétal semi
allojenik yapiya reaksiyon verememesidir. Embriyonun yasamasi icin gerekli olan
immun cevap olusturmama sireci oldukga karmasik ve az bilinen bir olaydir.
iImplantasyon immunolojisinin anlagmasi icin gereken genel immunolojik 6zellikler

asagida kisaca belirtilmistir.



2.2 IMMUN SISTEMIN GENEL OZELLIKLERI

immiinite, organizmanin basta mikroorganizmalar olmak (izere her tiirli
yabanci maddeye karsi verdigi yaniti tanimlamak Uzere kullanilir. Imminiteden
sorumlu hiicre ve molekiller "IMMUN SISTEM"i olusturur. Yabanci madde ile
kargilagildiginda immin sistemin degisik kompartmanlarinin karsilkli ve duzenli
etkilesimleriyle ortaya ¢ikan cevaba IMMUN YANIT, immiin yanita yol acan yabanci
maddelere de IMMUNOJEN denir. ANTIJEN ise lenfositler (izerinde bulunan T ve B
hiicre reseptorlerince taninan molekillere verilen isimdir. imminojen ve antijen
siklikla birbirlerinin yerine kullaniimakla beraber aralarinda hafif bir anlam farkhihgi
vardir, immunojen bir immin yanit uyandirabilen antijenlere verilen isimdir. Antijen
terimi agirhikh olarak bir molekuliin spesifik immanitenin Grdnleri ile reaksiyona
girebilme yetenedini tanimlar. Ufak, nonimmunojenik antijenlere HAPTEN denir.
Haptenlerin immin yanit uyandirabilmesi icin "tasiyici” denilen daha buylk
immunojenik molekullere baglanmasi gerekir. Bir yabanci ajan ne kadar kompleks ise
o kadar immuinojeniktir. Antijenler ufak kimyasal yapilar olabildikleri gibi ileri derecede
karmagik molekiiller de olabilirler. immunojenler cogunlukla protein (lipoprotein,
glikoprotein, nikleoprotein gibi) yapidadir. Baglandiklari antijenleri daha immunojenik
hale getiren ve antijen spesifik immuniteyi non-spesifik olarak daha da arttiran
maddelere Adjuvan denir (18,19). Geleneksel olarak immin sistem farkh
fonksiyonlara sahip 2 kompartmana ayrilarak incelenir:
1. Dogal immiinite (innat yada nativ immunite olarak da isimlendirilir)
2. Spesifik immunite (akkiz =kazaniimis yada adaptif imminite olarak da bilinir)
Dogal immunite: Bireyi, potansiyel olarak tehlikeli ajanlardan koruyan ve ¢ogu bu
ajanlarla karsilasmadan ©6nce de organizmada bulunan koruyucu mekanizmalar,
dogal immuniteyi olusturur. Dogal immunite elemanlari mikroorganizmalara kars! ilk
basamak savunmayi yaparlar ve bazi hallerde mikroorganizmmanin ortadan
kaldirlmasinda tek baslarina yeterli olabilirler. Deri ve mukéz membranlarin
olusturdugu fiziksel engel, epitel ylzeylerdeki antimikrobiyal maddeler (6r,
defensinler, kriptosidinler), kan ve dokulardaki fagositik hucreler (makrofajlar,
nétrofiller), dogal 6ldiriict hiicreler (naturel killer, NK) ve akut faz proteinleri (Or, C-
reaktif protein, CRP) ve kompleman sistemi gibi bazi plazma proteinleri dogal
immunitenin baslica elemanlarini olusturur. Bunlar ayni yabanci madde ile her

karsilastiklarinda ayni siddet ve hizda etki gosterirler. Benzer mikroorganizmalarin iyi



korunmus ortak bazi yapilar ile uyarilirlar. Bu yapilar normal memeli hiicresinde
bulunmazlar ve bazi molekiler bigcimler (paThogen associated molecular
patterns)'den olusurlar. Bu molekuler bicimleri taniyan dogal immunite elemanlarina
da "Bicim taniyan ya da algilayan reseptdrler (pattern recognition receptors veya
molecules)” denir. Dogal immunitenin bu reseptorlerinin neyi taniyacagl genetik
olarak ©6nceden belirlenmigtir ("germ-line encoded receptors”) ve salgilananlar,
endositik olanlar ve sinyal verenler olmak tizere baglica 3 gruba ayrilirlar.
Salgilananlara 6rnek olarak karacigerde yapilan ve akut faz cevabinin bir
elemani olarak plazmaya salinan mannoz-baglayici lektin, endositiklere 6érnek olarak
makrofaj mannoz reseptor ve sinyal verenlere 6rnek olarak Toll-like reseptorler
sayllabilir. Sinyal veren reseptorlerden olan Toll-like reseptorler tanidiklari bigimle
kargilastiklarinda ASH'nin ylizeyinde CD80 ve CD86 gibi kostimulator molekiil
ekspresyonunu ve basglica interlokin (IL-1, IL-6 ve IL-12) olmak uzere bazi
inflamatuvar sitokinleri kodlayan genler olmak Gzere bir takim immuan yanit genlerinin
ekspresyonunu uyarirlar. Virls, gram pozitif ya da negatif bakteri gibi degisik
mikroorganizmalarda hedef molekuller farkl bigimler tasimakta ve dogal immunite
sadece farkli sinif mikroorganizmalari ayirabilmektedir, c¢esitliligi sinirhdir, hafizasi
yoktur. Buna Kkarsilik bicim taniyan reseptorleri tasiyan hucrelerin  efektor
fonksiyonlarini gostermek igin cogalmalari gerekmediginden etkinliklerini ¢cok ¢cabuk
gosterirler. Dogal immin sistem, spesifik immdn sistemin reseptér sayl ve
cesitliligiyle karsilastirildiginda ileri derecede sinirh  sayidaki reseptorleriyle
mikroorganizmalara ait belirli yapilari taniyip kostimulatorler, sitokinler ve
kemokinlerin yapimini indukleyerek antijen spesifik lenfositlerin uyarilmasini ve
spesifik immun yanitin baglamasini saglar. Béylece dogal immin sistem bir sekilde
kendi ile kendi olmayani taniyarak kendi organizmasina zarar vermedigi gibi daha
sonra gelisecek spesifik immun yanit tipinde de belirleyici olabilir. Dogal immunitenin
reseptdor veya molekullerinde inaktivasyona yol acan mutasyonlar immin
yetmezliklere, bu yapilari devamli aktif olmaya gotiren mutasyonlar ise inflamatuvar
reaksiyonlari uyararak allerjik ve otoimmin hastaliklara egilim yaratabilir. Dogal
immaunitenin bir diger elemani olan dogal oldurtci (Natural killer) hicreler, éldurtci
fonksiyonlarini gostermeleri icin ayrica uyarilip farklilagmalari gerekmediginden bu
isimle anilirlar. Baslica hedefleri antikorla kapli hiicreler, virtslerle ya da bazi hicre
ici bakterilerle infekte hicreler ve bazi malign hucreler ile kendi sinif | majér

histokompatibilite kompleks (MHC) molekillerini tagsimayan transplant hicreleridir.



Dogal oldurtci hicrelerin hedef hicreyi dldirme kapasitesi, hedef hiicrenin tasidigi
self MHC sinif | molekul miktari ile ters orantihdir. Dogal dldurict hucreler, sinif |
MHC molekdillerini taniyan inhibitdr reseptorler tagidiklarindan sinif | MHC molekdlleri
bulunan hicreler tarafindan inhibe edilirler. Bu inhibitér molekullerden bir grubu "killer
inhibitory receptor (KIR) ailesi" olarak bilinir. Dogal o6ldurictu htcrelerin baslica
efektor fonksiyonlari virusla infekte hicreler ve bazi timor hicrelerini yok etmek ve
IFNy salgilamaktir. IFNy makrofajlarin fagosite ettikleri mikroorganizmalari yok
etmelerini kuvvetlendirir. Simdiye kadar anlatilan dogal immunite elemanlari disinda
aktif makrofajlardan salgilanan alfa ve beta interferon (sirasiyla IFNa ve IFNB), timor
nekrozis faktor alfa (TNFa), IL-12 ve IL-15 gibi sitokinler de dogal immdnitenin birer
elemani olarak iglev gorurler.

Dogal immunitenin erken ve lokal sonucu inflamatuvar yanittir. Bu sayede

l6kositler infeksiyon ajaninin bulundugu yere ulasip infeksiyonu ortadan kaldirmaya
calisir. Inflamasyonun bir diger etkisi de bazi sistemik degisikliklere yol acarak dogal
iImmun sistemin guclenmesine katkida bulunmaktir (20,21).
Spesifik imminite: Bir yabanci ajan ile karsilagildiginda uyarilan ve sadece o
antijene 6zgu olarak gelisen ve o antijenle bir kez daha karsilagildiginda daha gucli
olarak yanit verilmesini saglayan sistemdir. Spesifik immunitede ¢ok cesitli hiicre ve
molekdl hep birlikte caligirlar. Spesifik immunitenin baglica elemanlari T ve B
lenfositler, antikorlar ve bazi lenfokinlerdir. Antijen sunan hucrelerin de ¢ok dnemli
roli vardir. Spesifik immun yanitlar dogal immdiin yaniti takip eder. Spesifik immunite,
dogal imminitenin koruyucu mekanizmalarini guclendirir, bu mekanizmalari antijenin
giris yerine yonlendirerek yabanci antijenin ortadan kaldiriimasini kolaylastirir.
Spesifik immunite aktif ya da pasif olarak olusturulabilir. Organizmanin yabanci
antijene maruz kalip aktif bir sekilde immuin yanit vererek gelistirdigi immuniteye "aktif
immunite", spesifik olarak immunize olmus bir bireyden serum ya da hucrelerin
immun olmayan bireye nakliyle geligtirilen immuniteye ise "pasif immdinite" denir.

Spesifik immun yanitlar, sekonder lenfoid dokular olarak adlandirilan lenf
nodlari, dalak ve mukoza ile iligkili lenfoid dokularda geligir. Bu tir yanitlar, cevabi
olusturan immin sistem elemanlarina goére humoral ve hicresel diye iki grupta
incelenirler ve farkli mikroorganizmalarin ortadan kaldiriimasinda iglev gordrler.
Himoral immunite: Burada antijeni spesifik olarak taniyan ve cesitli mekanizmalarla
ortadan kaldirilmasini saglayan molekuller olan antikor'lar baslica roli oynar.

Antikorlar, spesifik antijeni ile karsilasmis B lenfositlerden farklilasan plazma



hicreleri tarafindan yapilan immunoglobulinlerdir. Antikorlar dolasimdaki ekstra-
selliler mikroorganizmalar ve toksinlerine baglanip ortadan kaldiriimalarini
yonlendirirler. Buna kargsilik dolasan antikorlar viruslar, mantarlar ve bazi bakteriler
gibi hicre ici yerlesim gosteren mikroorganizmalara ulasamazlar. Bunlara karsi
savunmada, mikroorganizmalarin aktif makrofajlarca fagosite edilerek ortadan
kaldirilmasini ya da infekte hicrenin lizisini saglayan hicresel imminite baslica rolu
oynar. Normal, saglikl bir yetigkinin serumunda sayillamayacak kadar degisik tipte
antikor molekdli bulunur. Her birisi ¢ok kuguk miktarlarda olmasina ragmen
toplamlari total serum proteininin yaklasik %20'sini olusturur. Dolagsan bu antikorlarin
her birisi kendi spesifik antijenine karsi dusiik diizeyde bir koruma gdsterir. immin
yanit antijenik uyarinin stresi ve immun yanita katilan plazma hucrelerinin nisbeten
kisa olan yasam sureleri ile sinirhdir. Ayni  immuinojenle daha sonraki
kargilagsmalardaki immuan yanit kalitatif olarak primer yanita benzer ancak onemli
kantitatif farklihklar gosterir. Sekonder ya da anamnestik immun yanit dedigimiz bu
olayda latent period kisalir, antikor duzeyi ¢ok daha cabuk ¢ok daha yilksek
dizeylere ulasir ve serumda ¢ok daha uzun sire saptanabilir dizeyde sebat eder
(19,22,23).

Hiicresel immunite : Burada antijeni spesifik olarak taniyan T lenfositler baslica rolii
oynarlar. T lenfositler antijeni ancak ASH'ler ya da hedef hicre lzerindeki MHC
molekdlleri ile birlikte sunuldugunda tanirlar. Yuzeylerinde CD4 molekili tagiyan
yardimci T lenfositler (Th) sinif I MHC tarafindan sunulan antijenleri taniyabildikleri
icin bu olaya sinif I MHC' ye bagiml yada sinif Il MHC ile sinirli denir. YUzeylerinde
CD8 molekulu tagiyan sitotoksik T lenfositler (Tc veya CTL) ise MHC sinif I'e
bagimlidir. Somatik hicrelerin hemen hepsinde sinif | MHC molekulleri mevcutken
sinif I MHC molekdlleri baslica profesyonel antijen sunan hucreler (dendiritik
hiicreler, aktif makrofajlar ve B lenfositler) olmak Uzere nispeten daha az sayida
hicrede bulunur. Dendiritik hicreler deride ve mukozal vyuzeyin altinda
bulunduklarinda Langerhans hticreleri olarak adlandirilirlar. Bu gruba dahil olan diger
hicreler ise karacigerdeki Kupffer hicreleri, santral sinir sistemindeki mikrogliyal

hiicreler ve kemikteki osteoklastlardir (19,22).



iIMMUN YANITIN BASLICA OZELLIKLERI
Spesifite : Antijenlerin lenfositler tarafindan spesifik olarak taninan kisimlarina
"antijenik determinant” ya da "epitop” denir. Klonal seleksiyon hipotezine gore daha
immunize olmamis yani spesifik antijeni ile kargilasmamis, uyarilmamis bir insanda
her tarli yabanci antijeni taniyip reaksiyon verebilecek antijen spesifik lenfosit
klonlari mevcuttur. Primer lenfoid organlar surekli lenfosit tretir ve perifere yollar. Bir
lenfosit klonundaki butin hicrelerin antijeni taniyan reseptoérleri (B lenfositlerde
yuzey immunoglobulinleri, T lenfositlerde T hicre reseptord) birbirinin aynidir,
dolayisiyla da tek bir antijene spesifiktir. Yabanci antijen organizmaya girdiginde
kendine 6zgu ylzey reseptdrini tastyan klon aktive olur. O klon ¢cogalmaya baslar.
Effektor ya da hafiza (bellek) htcrelerine farkllasir. Bu olaya primer immin yanit
denir. O antijenle bir kez daha karsilasildiginda immin yanit daha cabuk ve daha
gucli sekilde geligir. Buna sekonder immun yanit denir. Bu giclenme antijenle ilk
karsilasmada gerceklesen immunizasyon sonucu antijen spesifik lenfositlerin klonal
genislemesine baghdir.
Cesitlilik : Memeli immun sisteminin yaklasik 1015 degisik antijenik determinanti
taniyabilecek kapasitede oldugu saniimaktadir. Buna lenfosit repertuvari denir.
Hafiza : immiin sistemin yabanci bir antijenle karsilasmasi o antijenle daha sonraki
temaslarda olusacak immun yaniti hizlandirir ve kuvvetlendirir. Bu 6zellige
immdunolojik hafiza veya bellek denir.
Kendini Yabancidan Ayirt Etmek : immiin sistem kendine ait (self) antijenlerini
yabanci antijenlerden ayirt eder. Kendine ait ve potansiyel olarak antijenik yapilara
immin yanit vermez. Bu duruma self-tolerans denir. Self- toleransin gelismesi ya da
devaminda bir bozukluk oldugunda otoimmun hastaliklar geligir.
Oto-Regillasyon (Kendini Sinirlama) : Antijenik uyarimi takiben bitin normal
immiin yanitlar kendi kendini sinirlar. immiin yanit antijeni yok etmeye yoneliktir. Bu
amaca ulasildiginda lenfosit aktivasyonundan sorumlu antijen ortadan kalkmis
olacagindan immin yanitin da zamanla sénmesi ve yeni antijenlerle savasmaya
hazir durumda beklemesi gerekir.
Uzmanlagma : Degisik mikroorganizmalara kargi savunmada en iyi yanitlari
saglayabilmektir (19,24).

Spesifik immun yanitin baslica 3 0zelligi mevcuttur: tanima, aktivasyon ve
effektor faz. Tanima, bitlin immun yanitlar yabanci antijenin taninmasiyla baglar. B

lenfositler soltbl formdaki yabanci protein, polisakkarit ya da lipit antijenleri



ylzeylerinde bulunan o antijene spesifik membran immunoglobulin molekull ile
tanirlar. T lenfositler ancak bagka bir hicrenin ylzeyinde ve kendine ait MHC
molekulleriyle birlikte sunulan kisa peptid halinde islenmis protein antijenleri tanirlar.
T lenfosite bagimli olmayan antijenler hari¢ spesifik immun yanitin olusturulabilmesi
icin 6nce antijenin ASH tarafindan iglenmesi gerekir. Antijen viicuda girdikten sonra
ASH'ler tarafindan yakalanip islenir ve sinif II MHC molekulleri ile bir kompleks
halinde Th'lere sunulur. B lenfositler de ylzey immunoglobulin reseptdorleri
aracihgiyla spesifik antijenlerini yakalayarak sinif I MHC molekulleriyle birlikte T
lenfositlere sunabilir. Lipopolisakkarit ya da polisakkarit yapidaki "Timustan ya da T
lenfositten bagimsiz antijenler® denen bu antijenlere karsi antikor yapimi icin Th
yardimi sart degildir. Bu tur antijenler yiiksek konsantrasyonlarda poliklonal B hiicre
uyarimi yaparlar. DUiguk konsantrasyonda ise spesifik B hicre uyarimi yaparlar.
Yapilan antikorlar baslica IgM ve IgG3 yapisinda olup sinif degisikligine ugramazlar
ve affinite olgunlugu gosteremezler. Bellek B hiicreleri de gelismez (24).

Aktivasyon, bitin lenfositler antijenik uyariya cevap olarak yeni bazi proteinler
yaparlar (sitokinler, sitokin reseptérleri, gen transkripsiyonu ve hiicre boélinmesinde
roli olan cesitli proteinler), cogalirlar (proliferasyon ve dolayisiyla klonal genisleme)
ve yabanci antijeni ortadan kaldirmaya yonelik effektor fonksiyonlarini yapacak
yetenekte hicrelere farklilagirlar (diferansiyasyon). Bdylece, antijenini taniyan B
lenfosit antikor olusturan plazma huicresine dontsiur ve antikor Uretir. Bu antikor
ekstraselller solubl antijeni baglar ve onu ortadan kaldiracak mekanizmalari
harekete gecirir. Benzer sekilde kimi T lenfositler de fagositleri aktive edecek ve
onlarin intraselluler mikroorganizmalari 6ldirmelerini kuvvetlendirecek hicrelere (Th)
donusurken diger bazi T lenfositler yabanci antijen tasiyan virtsle infekte hiicre veya
tumor hucresi gibi hicreleri 6ldurebilme kapasitesi tagiyan sitotoksik T lenfositlere
(Tc) farklilagir. Lenfosit aktivasyonunun genel bir 06zelligi siklikla iki sinyal
gerektirmesidir. Bu sinyallerden bir tanesi antijenle temas sonucunda olusturulurken
digeri yardimci ya da aksesuar hucreler dedigimiz diger hicreler tarafindan saglanir.
Aksesuar hicreler olarak adlandirilan mononukleer fagositler, dendiritik hiicreler ve
diger bazi hucreler degisik antijenler icin spesifite gostermezler ancak antijen
sunumu ve antijen-spesifik lenfositlerin aktivasyonunda o6nemli rolleri vardir.
Aksesuar hucrelerin sagladigi 2. sinyal mikroorganizma veya dogal immun yanitlar
tarafindan uyarilir. Boylece immin yanitin sadece mikroorganizmalar ve diger zararli

maddelere karsi gerektiginde gelistiriimesi saglanir (17,24).



Effektér faz, antijenleriyle spesifik olarak uyariimis lenfositlerin o antijeni yok
etmeye yonelik fonksiyonunu gosterdigi evredir. immiin yanitin bu safhasinda rol
alan hucrelere efektor hucreler denir. Pek ¢ok efektdr fonksiyonda diger nonlenfoid
hiicreler ve dogal immunitede rol alan savunma mekanizmalari da katkida bulunur;
ornegin antikorlar hem yabanci antijenlere baglanarak bunlarin kan notrofil ve
mononukleer fagositleri tarafindan fagosite edilmelerini saglar hem de kompleman
sistemini aktive ederek mikroorganizmalarin lizis ve fagositozunu mumkin Kkilar.
Yardimci T lenfositler sitokinler salgilayarak fagosit fonksiyonlarini guglendirir ve
inflamatuvar cevabi uyarirken, Tc'ler sitotoksik fonksiyonlarini yiritirler. immin
yanitin baslica dizenleyicisi Th'lerdir. Tc ve B lenfositlerin aktivasyonu igin Th'ler
gereklidir. Thl tipi lenfositlerin Urettigi sitokinler makrofaj aktivasyonu ve Tc aracili
fonksiyonlara yani hiicresel immdaniteye yardim ederken, Th2 tipi lenfositler Urettikleri
IL-4, IL-5, IL-6 ve IL-10 ile B lenfositlerin antikor yapmalarini saglarlar (24).

Bir antijene karsi olusacak yanitin lokalizasyonu, antijenin viicuda giris yoluna
baghdir. Kan dolagimiyla giren antijenlere karsi immin yanit dalakta baglar.
Dokulardaki mikroorganizmalara kargi yanitlar lokal lenf bezlerinde olugur. Solunum
yollari ya da gastrointestinal kanal mukozasindan giren antijenler ise submukozal
lenfoid dokularla karsilasir ki burasi hem lokal hem de antijenin girdigi Iimen icine
yonelen immun yanit olusturur. immin yanit nerede baslarsa baglasin daima kan ya
da lenf yoluyla bagka bdlgelere lenfosit trafigi olur. Bazi ASH'in kan ve lenf yoluyla
goc ederek antijenleri uzak lenfoid dokulara tagiyabilme kapasitesi vardir (25).

immin yanitin siddetini etkileyen pek cok faktdr vardir. Antijenin yapisi,
miktari, imminojenik glcu ve organizmaya giris yolu immin yanitin guicu ve
suresinde etkili faktorlerdir. Immiin yanitta kiginin genetik yapisi 6nemlidir. Herhangi
bir antijene verilen immun yanitta kisiler arasi farkliliklar olabilir. Genetik kontrolde
hem MHC baglanti hem de MHC baglantisiz genlerin rolii vardir. immun yanit bir
kez basladiktan sonra birbirleriyle siki iligki icinde immin yaniti kontrol eden ve
dizgun bir sekilde sbnmesini saglayan bazi mekanizmalar sirasiyla 6zetlenmisgtir.

Antikor yapimi negatif feedback etkiyle ayni antikordan daha fazla yapiimasini
inhibe eder cunkl antikor antijeni ortadan kaldirarak immunojenik uyartyi bitirmis
olacaktir. Antikor molekillerinin  antijen baglayan bdlgelerindeki antijenik
determinantlara "idiotip" denir. Bunlar self-antijen olmakla beraber immin yanit
sirasinda miktarlari arttigi zaman immuojenik olurlar ve bunlara karsi anti - idiotipik

antikorlar gelisir. Immun yanitin  sonlanmasinda bu idiotip-antiidiotip antikor



etkilesimlerinin rolii oldugu dustnulmektedir. Thl hicreler tarafindan salgilanan
IFNy, Th2 hucrelerini dolayisiyla da antikor olusumunu inhibe ederken Th2
hicrelerce salgilanan IL-10, Thl lenfositleri ve hicresel immdinitenin cesitli
fonksiyonlarini inhibe eder. Aktif T lenfositler, monontkleer fagositler ve diger bazi
hicreler tarafindan yapilan transform edici biytme faktéri-p (TGF-B) T hicrelerinin
cogalma ve farkhlagsmalarini, makrofajlarin  aktivasyonunu inhibe eder,
proinflamatuvar sitokinlerin etkilerini azaltir. Ayrica santral sinir sisteminde gelisen
bazi olaylar immun fonksiyonlari etkileyebilir. Stres yaratan durumlarda immin
baskilanma olabilecegi bilinir. Lenfoid organlarin ¢cogunda hem kan damarlarinda
hem de bizzat lenfositlerde sempatik innervasyon vardir. Lenfositler Uzerinde de pek
¢ok hormon, norotransmitter ve noropeptid igin reseptoérler vardir. Kortikosteroitler,
endorfinler ve enkefalinler stres sirasinda salinan ve in vivo immuno-supressif olan
maddelerdir. Kortikosteroidler 6zellikle Thl yanitlarini ve makrofaj aktivasyonunu
asagl cekerlerken TGF-B yapimini uyararak dolayll yoldan da immun yaniti inhibe
edebilirler (23).

IMMUN SISTEMIN HUCRELERI

Dogal immunite de savunma antijene 6zgi degildir (Non-immuin) ve uyari sonrasi
bellek olusturmayan, kisa sureli (dakikalar iginde) bir yanit sistemi niteligindedir.
inflamasyon olarak adlandirilan bu yanitin mediatorleri nétrofiller, eozinofiller,
bazofiller, dogal olduriicti (NK) hiicreleri, monosit ve makrofajlardir. immiin sistemin
ikinci ayagini ise hicresel ve himoral immunite dedigimiz spesifik immunite
olusturur. Hucresel immun yanitin temel efektor hicreleri timus kokenli (T) lenfositler,
himoral immudnitenin ise kemik iligi ya da bursa kokenli (B) lenfositlerdir. Hem T hem
de B hucreleri ortak bir kok (stem) hicreden kaynaklanirlar. Immun sistemin diger
efektdr ve dizenleyici hicreleri blytk grandlli lenfositler, monosit-makrofajlar ve
dendritik/Langerhans hucrelerdir (26).

T Hucreleri : Normal periferik lenfositlerin % 70-80'ini olusturan T hucreleri yuzey
immunoglobilin reseptéri tagsimamalari ve CD2, CD3 ve CD7 adh reseptorleri ile
diger lenfositlerden ayrilirlar. Kemik iligi ve fetal karaciger kdkenli olan T hcreleri
fetal ve erken postnatal donemde timusa goc¢ ederek orada olgunlagirlar. Diger
immdan htcrelerden dnemli bir farklari efektor T hiicre havuzunun timusta hayatin ilk
doneminde olugsmasi ve naif T hicrelerinin antijen varhiginda bellek T hicrelerine

donuserek periferik lenfoid organlar ile kan arasinda dolagsmalaridir. T hucreleri
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hicresel immdanitenin kaynagi olarak direkt hiicresel temas ve sitokinler yolu ile diger
T ve B hucreleri ile monosit fonksiyonlarini diizenlerler. Ayrica virusla enfekte ya da
malign hucreleri parcalayan oldurict (sitotoksik) hdcrelerin bir kismi da T
lenfositlerdir. T hticreleri kemik iliginde eritrosit hicre olgunlasmasini da dizenlerler
(27). En erken T hicre onculleri fetal karaciger ve postnatal kemik iliginde bulunan
CD34+ pro-T hucreleridir. Bu hicrelerde T hicre reseptoér (THR) genleri eksprese
edilmez. Timusa go6¢ eden T hucreleri CD7 ve bir yapisma molekili olan CD2
eksprese ederler, sitoplazmalarinda da T hicre reseptor kompleksi ile iligkili
molekiillerden CD3'iin sentezi goruliir. Tum T hicrelerinde bulunan ve HLA (insan
Lokosit Antijeni) molekilleri ile iligkili olarak antijenik tanimada yer alan reseptér T
hiicre reseptort (THR) olarak adlandirilir. Bu reseptor heterodimer yapisinda
bulunan ikiser adet af ve yd zincirinden olusur. Bu molekil yapisal olarak
immunoglobdlinlere benzer. Amino ucglarinda degisken ve karboksi uclarinda sabit
bdlgeler icerir ve bu nedenle immunoglobilin stper-ailesi icinde yer alir. THR a3 olan
T hicreleri periferik kan, lenf bezleri ve dalaktaki T htcrelerinin gogunu olustururlar
ve terminal olarak CD4 ya da CD8 hicrelere olgunlagirlar. T hucrelerinin immun uyari
sonrasi cesitli sitokinler salgilayarak diger T ve B hicreleri ile monosit-makrofajlarin
uyariima ve olgunlasmasini saglayan alt-grubu yardimci T hicreleri (T-yardimci, Th)
olarak adlandirilir. Bu grup yuzeyinde CD4 ve THR af tasir, normal bireylerde
periferik T lenfositlerinin % 60-65'ini olusturur. CD4 molekilld antijenin T hcre
reseptori (THR) tarafindan HLA sinif 1l molekdlu ile birlikte taninmasinda yer alir.
Son dénemde yardimci T hicre grubunun da, salgiladiklari sitokinlere gore, iki alt
grubunun oldugu 6ne suridlmustar. IL-2 ve IFN-y salgilayan Thl grubu; IL-4, 5, 6 ve
IL-10 salgilayan Th2 grubudur. Diger bir T hiicre grubu yabanci antijenleri HLA sinif |
molekdlleri yardimi ile taniyip bu hicreleri yikima ugratan sitotoksik T hucreleridir
(Tc). Bu hicreler CD8 ve THR aB molekulleri tasirlar. CD8+ grup periferik
lenfositlerin % 30-35'ini olusturur. THR yd olan T hiicreleri periferik kanda kuguk bir
alt gruptur ve 0zellikle epitel yuzeylerindeki immin korunma ile mikobakteriler ve
diger hicre ici mikroorganizmalara kargl savunmada ilk yaniti veren hicre grubu
olarak yer almaktadir. Bu yanitin kisa sureli, bellek 6zelligi olmayan dogal immuinite
ile uzun sdureli, bellek gelistiren immudn yanitlar arasi bir gecis 06zelligi tasidigi
dusundlmektedir (27).

B Hucreleri : Kan lenfosit havuzunun % 5-15'ini olusturan B hcreleri insanda 6nce

fetal karacigerde, sonra kemik iliginde gelisirler ve ylizeylerinde antijen reseptort
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olarak da goérev yapan immunoglobulin molekulleri tagirlar. Antijenik uyari sonrasi, T
hicrelerinden salinan sitokinlerin de katkisiyla (IL-2, IL-6) B hucreleri plazma
hicrelerine donugerek gelisimlerini tamamlarlar ve ikincil lenfoid organlara yerlesirler
(lenf bezi folikllleri ve dalak). Plazma hicreleri antikor olarak adlandirilan ¢6zinur
formdaki immunogloblinleri yaparlar (28).

B hdcreleri olgunlagmalarinin  en erken dodnemlerinde ylzeylerinde
immunoglobdlin icermezler. Antijen ile uyarilan B hicrelerinin  bir  kismi
immdnoglobilin salgilayan plazma hicrelerine déntgurken, bir kismi da bellek
hicrelerini olustururlar. Antijen ile ikincil kargilasma bu htcrelerin birinciden ¢ok daha
glicli bir yanit vermesine yol acar. ikincil yanit sirasinda B hiicrelerin immiinoglobiilin
yanitlarinda da (immunoglobulin izotipleri) degisiklik gorulir (IgM'den IgG, IgA ya da
IgE'ye degisim=sinif degisimi). Immiinoglobiilinlerin sinirsiz sayida farkli antijeni
taniyabilecek cesitliligini saglar. B hicreleri yuzeylerinde Ig reseptorleri disinda
komplemanin Uc¢unct parcasi (C3) icin reseptdr ve yardimci T huicreleri (Th) ile
etkilesebilmelerini saglayan HLA sinif [l molekdllerini tagirlar (27).

Antijen Sunumu T hicre reseptérleri (THR) ile olusur. THR antijeni antijen-
sunucu hdcreler ylzeyinde bulunan ve 6. kromozomda vyer alan major
histokompatibilite kompleksi (MHC) tarafindan sentezlenen insan I6kosit antijenleri
(HLA) ile iligkili olarak tanir. HLA sinif | (A,B,C) ya da Il (DR,DP,DQ) ile olan tanima
HLA ya da MHC ile kisithlik olarak adlandirlir. CD3 kompleks molekdlleri THR
zincirlerinin hicre membranina yerlesmeleri icin gereklidir. THRap ve THR yd
molekdlleri antijenik baglanma bdlgesini olustururken CD3 kompleksi T hicre
aktivasyonu icin gerekli sinyal iletisini saglar. Bu kompleks disinda ikincil uyariyi
saglayan ve yuzeylerinde HLA sinif Il molekillerini eksprese eden makrofajlar,
dendritik hicreler ve aktive olmus B hucreleri profesyonel antijen-sunucu hiicreler
olarak adlandirilirlar. Epitel hiicreleri, keratinositler ve endotel hicreleri gibi bir grup
diger hucre ise normalde HLA sinif Il molekulleri eksprese etmezken, inflamasyon ve
cesitli sitokinler varhdinda HLA sinif 1l ekprese eder ve T hicrelerine ikincil uyariyi
saglarlar. T hicrelerini zayif uyaran ve kemik iligi kékenli olmayan bu hicreler
profesyonel olmayan antijen-sunucu hticreler olarak adlandirilirlar (27,29).

Buyuk Granulli Lenfositler (NK): Periferik kandaki mononikleer hicrelerin % 5-
10'u yuzeylerinde T ya da B hicresi isareti tasimazlar. Bu hicrelerin ylzeylerinde
IgG Fc kismina kargi reseptdr bulunur. Bir kismi bir T hiicre géstergesi olan CD8

tasir ve IL-2 ile cogalir. Buyik sitoplazmik grantlleri olan, ancak fagositoz yapma ve
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yapisma Ozellikleri olmayan bu hicreler blyuk grandlli lenfositler olarak
adlandirilirlar. Monosit-makrofaj ve notrofil benzeri fonksiyonlari olan bu hucreler
antikora bagli hiicresel oldirme ya da dogal oldurtcta hicre (natural killer, NK)
aktivitesi gosterirler. Antikora bagli hiicresel 6ldirme Fc reseptori olan lenfositin
antikor ile kapl (opsonize) hicreye Fc yolu ile baglanip onu 6ldirmesidir. Dogal
oldurtcu hicre aktivitesi ise daha 6nceden hedef ile kargilagsmamis lenfositin antikor
varh§i gerektirmeyen oldirici aktivitesidir. Ozellikle malign yada viriis ile enfekte
hiicreler ve transplante edilmis yabanci hicrelerin yok edilmesinde rol alir. Lenfokin
ile aktive (LAK) oélduricu hacreler ise 1L-2 adh sitokin ile uyarilarak timaor oldarici
yetenekleri arttirilmis olan htcrelerdir. NK htcrelerinin oldirtci yetenedi hedef
hicrelerin HLA sinif | molektl ekspresyonlari ile ters orantilidir. Virusler ve malign
donusum hicrelerin HLA sinif | ekspresyonunu azaltir, bu durum CD8+ T hicrelerinin
HLA sinif I'e bagimh sitotoksik yanitlarini etkiler. NK htcrelerinin immin sistemdeki
bu boslugu doldurmak Gzere gelistikleri dustnilmektedir (27).

Monosit-Makrofajlar : Kemik iligindeki oncul hucrelerden kaynaklanan monositler,
periferde 1-3 gunluk bir yart 6mur ile dolasirlar. Doku makrofajlari ise ya periferik
kandaki monositlerin ekstravaskiler dokuya gocli ya da dokulardaki makrofaj
onctllerinden gelisirler. Lenf bezleri, dalak, kemik iligi, perivaskuler konnektif doku,
periton, plevra gibi ser6z bosluklar, akciger (alveolar makrofajlar), karaciger (Kupfer
hicreleri), kemik (osteoklastlar), merkezi sinir sistemi (mikroglia) ve sinovyumda (Tip
A hicreleri) doku makrofajlari bulunur. Monosit-makrofaj sistemi antijen sunucu
hiicreler olarak antijenin T hlcrelerine sunumu yaninda, IL-1 ve IL-6 gibi sitokinler
yoluyla T ve B hucrelerinin antijene bagll aktivasyonunda temel rol alir. Monosit-
makrofajlarin antikor ile kapl bakteri, timor hicresi ve hatta bazi normal kemik iligi
hicrelerinin yikimi (otoimmun sitopenilerde) gibi effektér gorevleri de vardir. TNF-a
ve IL-1 gibi sitokinler monosit makrofajlarin antikora bagli olmayan litik aktivite
gOstermesini de saglarlar. Monosit-makrofajlar ayrica dokularda immin yaniti
sekillendiren cesitli  hidrolitik enzimler, oksidatif metabolizma drunleri ve
kemoatraktan cesitli sitokin ve kemokinler yoluyla pro ve anti-inflamatuvar roller
Ustlenirler (27).

Dendritik/Langerhans Hucreleri : Dendritik/Langerhans (D/L) htcreleri kemik iligi
kokenli, T hicreleri igin antijen-sunucu bir hiicre grubudur. Yiiksek diizeyde HLA sinif
Il ve yapisma molekilleri eksprese eder ve iyi antijen sunarlar. Ciltte ve mukozal

ylzeyler altinda bulunduklarinda Langerhans hicresi adini alirlar. Dendritik hiicreler
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kanda cok az miktarda bulunurlar (% 0.1'den az) ve bu grup dokular arasi gecis
yapan hucrelerdir. Folikiler dendritik hicreler B hucreleri igin antijen sunucu
hicrelerdir. Folikiler dendritik huicrelerce B hicrelerine sunulan bu antijenlerin B
hicre belleginin  olusumunda temel rol aldiklari dudstnilmektedir. Germinal
merkezlere ulasan CD4+ yardimci T hicrelerin de bu uyari ve aktivasyon sirecinde
B hicrelerine yardim ettigi gosterilmigtir (27).

Granulositler (Notrofil, Eosinofil ve Bazofiller): Tum inflamasyon tiplerinde yer
alan granulositler dogal ve 06zgin immun yanitlarin effektér hucreleridir. Kemik
iliginde 80 milyon/dk hizla yapilan ve 2-3 gin Omrid olan grandlositler kan
|6kositlerinin % 60-70'ini olustururlar. Granulositlerin kontrolstiz cogalmalari ve
dokularda birikimleri notrofil ve eozinofil kdkenli sistemik vaskdlitlerde goruldugu gibi
agir doku hasarina yol acabilir. Dolasan grandlositlerin % 90'indan fazlasini
olusturan, nétrofiller 1gG icin Fc reseptori (CD16) yaninda aktive kompleman
artnlerine ait reseptorleri de (C3b, CD35) tasirlar. Periferik kanda % 2-5 oraninda
bulunan eozinofiller IgG icin Fc reseptori (CD32) tasirlar ve 06zellikle parasitik
organizmalar igin sitotoksik etki gosterirler. Periferik kanda dusuk oranda bulunan (%
0.1-0.2) bazofil ve doku mast hiicrelerinin gérevleri tam anlagilamamistir. Bazofillerin
allerjide ve gecikmis tipte asiri duyarlilik reaksiyonlarinda rol aldigi dusunidlmektedir.
Bazofiller vaskuler permeabiliteyi arttirarak cesitli inflamatuvar tablolarda 6nem
tasirlar. IgE icin yuksek afiniteli ylizey reseptoru tasityan bazofillerde bu reseptorlere
IgE baglanmasi sonrasi histamin, eozinofilik kemotaktik faktor ve proteazlarin
etkisiyle ani (anafilaktik) hipersensitivite reaksiyonlari olusur. Bazofiller C3a ve Cha

gibi aktif kompleman trunleri igin de reseptor tasirlar (27,29).

MAJOR HISTOKOMPATIBILITE KOMPLEKSI

insanda 6.kromozomun kisa kolu Uzerinde yer alan major histokompatibilite
kompleksi (MHC), kompleks yapili bir gen grubunu olusturur ve HLA molekdllerini
kodlar. Bu kompleks kendi icinde alt bélgelere (region) ayrilarak incelenmekte ve
temel olarak sinif I, sinif Il ve sinif Il bolgelerine ayrilmaktadir. MHC gen bdlgesi
insanda transplantasyon durumlarinda diger bireylere (alloimmun) ydnelen yanitin
HLA molekullerine karsi gelistigi bulunmus ve bireyler arasindaki farkliliklar doku
grubu olarak adlandiriimigtir. MHC (¢ gruba ayrilabilir sinif la (HLA-A, HLA-B ve
HLA-C); sinif Il (HLA-DP, HLA-DQ ve HLA-DR); ve sinif Ib (HLA-E, HLA-F and HLA-
G). MHC sinif | bolgesinde HLA-A, HLA-B, HLA-C gibi "klasik™ gen lokuslari yaninda
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HLA-E, HLA-F, HLA-G gen lokuslari da tanimlanmisg, yine bu bdlgede HFE (HLA-H),
HLA-J, HLA-K ve HLA-L psddogen bolgelerinin varhgr bildirilmigtir. MHC sinif I
bdlgesinde ise HLA-DR, HLA-DQ ve HLA-DP molekillerine ve "sinif Il benzeri" HLA-
DM ve HLA-DO molekillerinin gen lokusu bulunmaktadir. Sinif | grubu HLA
molekdlleri insanda batin cekirdekli hicreler Uzerinde, hiicre membraninda yer
alirken (eksprese edilirken), sinif Il grubu molekdillerin ekspresyonu sinirhdir. Genel
olarak fizyolojik kosullarda immun sistemin antijen sunucu hucreleri olarak bilinen B
hiicreleri ve monosit/makrofaj serisi ve bu serinin farklilasmis tim elemanlarinda
(dendritik htcreler ve folikiler dendritik hicreler) eksprese olurlar. Ancak sinif Il
molekdllerinin dagilim 6zellikleri organizmanin immuan yaniti ile iligkili olarak farkhlik
gostermekte, immun yanitin aktivasyonu ile gelisen degisiklikler bu molekillerin bazi
hiicrelerdeki ekspresyonunu uyarmaktadir. immiin yanit sirasinda acgiga cikan
proinflamatuvar sitokinlerden 6ncelikle IFNy etkisiyle sinif 1l molekdillerinin eksprese
edildigi hicre tipleri artabilmekte, aktiflesmis T hicresi gibi hiicrelerde bulunmaktadir.
HLA molekdllerinin iglevleri immin sistemin efektdr hicrelerine antijen sunarak
immun yanitt uyarmakdir. Sinif | ile olusan bir HLA-antijen kompleksini ylzeyinde
CD8 molekula tagsiyan T hcreleri gorebilmekte, sinif Il ile olusan bir HLA-antijen
kompleksini ise yuzeyinde CD4 molekili tasiyan T hicreleri goérebilmektedir.
Genellikle multipar anneler ve transplantasyon hastalarinin kaninda ortaya cikan
alloreaktif antikor yaniti, yoneldigi antijenin belirlenmesi acisindan, cesitli HLA
molekillerine kargl taranmakta ve kullaniimaktadir. Antijen-antikor baglanmasi
kompleman varhiginda htcre lizisine yol agmakta, belirli anti-serumlarla lizize olan
hicrelerin tagidigi HLA molekdlleri bu yolla belirlenebilmektedir. HLA molekullerinin
allograft reddinde hedef molekdlleri olusturmasi transplantasyonda alici ve vericinin
lenfositlerinin  karsilastirildigi  karisik lenfosit kdltiri  yonteminin  gelistiriimesini
saglamis, kultirde hedef hiicre olarak HLA molekull bilinen érnekler kullanildiginda
yanit veren hucrenin tasidigi HLA molekulinin belirlenmesi olanakli olmustur
(30,31). HLA Iligkisi gosterilen hastaliklarda etyolojik ajan saptanamamakta ve
etyopatogenez aciklanamamaktadir. Cogunlugunda immuin sistem islevlerinin
bozuklugu ile otoimmuin bir mekanizmanin roli didsuntlmektedir. HLA ile iligkili
hastaliklarin timu kronik ya da subakut seyirli olup soyun devamina ve hastaligin
surmesine izin vermektedir. Ankilozan spondilit, romatoid artrit, sistemik lupus

eritematozus, Coliak hastahigi gibi (31).
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SITOKINLER

Sitokinler hem spesifik immun sistemin hem de dogal immun sistemin hicrelerince
salgilanan, immun sistem fonksiyonlari Uzerine hayati 6neme sahip olan regulator
proteinlerdir. Sitokinler antijen sunumu, immun sistem hcrelerinin farklilagmasi,
olgunlasmasi, aktivasyonu, adezyon molekillerinin ekspresyonu ve akut faz yanitlari
gibi immun yanitin ve inflamasyonun her safhasinda rol oynarlar. Sitokinler antijen
spesifik olmadiklari halde yapimlari ve salgilanmalari antijen uyarisina baghdir.
Sitokinler genellikle istirahat halindeki hucrelerce degil, stimile edilen hicrelerce
yapilir ve salgilanir. Onceden yapilmis molekiiller olarak depolanmazlar. Sitokinler
salgilandiktan sonra etkilerini daha cok lokal olarak gosterirler. Sitokinlerin immun
yanitin regulasyonunda oynadiklari dnemli rollerinin bir gdstergesi, Th lenfositlerinin
salgiladiklari sitokinlere gore Thl ve Th2 olarak alt gruplara ayrilmasidir (Th1/Th2
polarizasyonu). Thl lenfositler IL-2, IFNy TNFB (lenfokin) yaparken IL-4 ve IL-5
yapmaz. Th2 lenfositler ise IFNy ve TNFB yapmaz. IL-4, IL5, IL-6, iL-10, iL-13
salgilar. TH1 ve TH2 hucreler birbirlerinin fonksiyonlarini karsilikli olarak regule
ederler. Th2 hucrelerce yapilan IL-4 ve IL-10, Th1l hucrelerini inhibe ederken, Thl
hiicrelerce yapilan IFNy, Th2 hiicrelerini inhibe eder. inflamatuvar immiin yanitlar
(gecikmis tip hipersensitivite) Th1l htcrelerince olusturulurken, humoral immin
yanitlar ve allerjik yanit TH2 hicrelerince olusturulur. Thl ve Th2 farkhlasmasina
genetik faktdrler, antijenin ozellikleri, antijenin islenme ve sunulma yollari ile antijen
sunan hucrenin o6zellikleri gibi bircok faktor etkilidir. En 6nemlisi antijene yanitin
verildigi ortamdaki sitokinlerdir. Ortamda bulunan IL-12 Th1 gelisimini, IL-4 ise Th2
gelisimini saglar (32).

2.3 ENDOMETRIYUMUN IMMUNOLOJiSi

Gebelik 2 semiallogenik birey arasindaki (anne ve fetus) simbiyoz bir iligki
olarak gelisen fizyolojik fenomendir. Anne ile fetus arasinda direk damar devamlihgi
bulunmamakla birlikte bdyle bir simbiyos, rejeksiyon gibi reaksiyonlardan korunmak
ve yabanci fetal dokunun maternal desiduaya invazyonunu kontrol etmek icin bir

immunolojik diizenleme gerekmektedir (Sekil 1)(33).
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Sekil 1. (A) Sekretuar fazdaki endometriyumda bulunan immdin hicrelerin gebe olmayan
uterustaki dagihmini gosteren gsematik sekil. Predominant populasyon, uterin NK (uNK)
hicreleridir. Ayrica immatur dendritik htcreler (DC) ve makrofajlar,bitiin  endometryial
stromada go6zlenir. Sekretuar fazda, uNK hucreleri homing faktdrlerle(1) ve in situ prolifere(2)
olarak endometriyumu istila ederler. Endometriyumda pek ¢ok sitokin ve diger ¢ozunebilen
faktorler immun hicreler ile etkilesim halindedir(3). Birka¢ T lenfosit ve oldukca az B
lenfositde endometriyumda daginik olarak bulunur. T hicreleri endometriyum bazalinde
matlUr DC hucreleri ile iligkilidir. Bu matir DC-T hcreleri tercihan endometriyal bezlerin(4)
yanina yada damar yakinlarina(sol taraf) lokalize olma egilimindedir.(B) erken gebelikte
sadece uNK lar prolifere(1) olmaz immatir DC(2)’'lerde eslik eder. Bu iki hiicre siklikla temas
halindedir(3) Decidua basaliste, iDC-uUNK ile invaziv sitotrofoblastlar(CTB) birbirleriyle temas
halinde olabilirler.(4). invaziv CTB lar tiim desidual stromada bulunabilir(5) ve miyometriyuma
invaze olabilir.(6). invazyon sonrasi CTBlarin bazilari apoptozise gidebilir, immatiir DCler
tarafindan bu apoptotik cisimler yakalanabilir.(7)
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Bu duzenlemede en o6nemli rolu trofoblast hucreleri gerceklestirmektedir.
Trofoblast hicreleri t¢ farkli grupta incelenebilir. Villdz trofoblastlar boélinebilen
hiicrelerdedir ve daima villus icerinde kalir. Sinsityotrofoblastlar ise diger bir grubu
olusturur, villoz sitotrofoblstlari cevreler, maternal kan hucreleri ile temastadir.
Nonvill6z trofoblastlar Gg¢tinct grubu olusturur, trofoblastlarin cogalan prektrsérleridir,
desidua ve myometrium icerisine go¢ eder. Vill6z trofoblastlar maternal kan hucreleri
ile temasta oldugu i¢in kan hicrelerinden Iokositler ile direkt iligki icerisindedir (34).

Gebelikte periferal l6kosit sayisinda belirgin artis olmaktadir (35,36,37,38).
Bununla beraber gebelikte immun sitemde belirgin degisiklikler olmaktadir.
Rheumatoid arThritis and lupus eryThematosus gibi immun sistemle iliskili
hastaliklarin siddeti gebelikta azalmakta hatta remisyona girmektedir (39,40).

Embriyo semi-allogenik olmasina ragmen gebelik boyunca immun sistem
tarafindan tolere edilir (41). Fetus ile annenin iligkisini saglayan ilk yapi plasentadir.
Plasenta hem anneden hem de fotal olusumlardan meydana gelir ve yodun bir
degisim saglarken ayni zamanda bir bariyer gorevi de gerceklestirir (42). Fetusun
yapisi maternal immun sistem ile uyumlu olmadigi icin her an bir rejeksiyon
mekanizmasi baglayabilir (43).

Fetal toleransi aciklayan bir cok mekanizmadan bahsedilmis olmasina ragmen
bu konuda tum bilgiler yeterli degildir. Fetal tolerans embriyonik ve fetal gelisimin
farkli donemlerinde de farkli mekanizmalar ile ortaya ¢ikmaktadir.

ENDOMETRIYAL iIMMUNOLOJIDE HORMONAL ETKIi

Fetal antijenler ve fetal hiicreler anne kaninda bulunmasina ragmen reaksiyon
gosterilememesinin bir nedeni sistemik etkilerdir. Plasentadan salinan progesteron
immun sistemi baskilamaktadir (44). Plasental blyime hormonu da gebelik
ilerledikge hipofizer biyime hormonunun yerini alir ve immun sistemi module eder
(45-46). Periferal tolerans olarak tanimlanan “Anerji”yi olusturan fetus hucreleri ve
antijenleri inflamatuvar sinyal olusturmadigi icin toleragen olarak siniflandirabilir.

Materno-fetal interfazdaki immunoregulasyona gebelikle iligkili hormonlar etki
etmektedir. En c¢ok iligkili olanlar progesteron ve B-HCG'dir. Lenfositlerde yiliksek
sayida progesteron reseptorleri bulunmaktadir. Progesteronun baglanmasi Uretime

ve progesteron—induklenen bloking faktor (PIBF) salinimina neden olmaktadir ki bu
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gebelikteki anahtar immuno regulatuar molekdllerden biri gibi gérinmektedir (47).
PIBF'in etkin oldugu temel olarak Th2 sitokin induksiyonu ve NK hicre
sitotoksisitesini azaltmaktadir (48). Bu etki ile prostaglandin sentezinin durmasinin
izledigi, lenfositlerden aragidonik asit saliniminin inhibisyonu ve IL-12 Gretiminin
azalmasi indirekt olarak iligkilidir (49). B-HCG’nin immunregilatér fonksiyonu;
trofoblastlarin invazyonunu kolaylagtiran FAS ligandin ekspresyonunu artirarak

endometrial hiicrelerin apopitozisini arttirmasidir.

LENFOSIT ALTGRUPLARI

Endometriyum; stromal hucreler, bezler, damarlar ve ylzey endotelinden
olusan bir bolgede belirgin lenfosit populasyonu ile karakterize bir organ olarak
dustnulebilir. Bu lenfoid yapim mensturiel siklus sirasindaki hormonlara gore degisim
gostermektedir.(Tablo 1)

Tablo 1. immiinokompetent hiicrelerin uterus mukozasindaki rolatif sikligi (50,51)

HUCRE TiPI ENDOMETRIYUM | ENDOMETRIYUM | DESIDUAL ERKEN
PROLIFERATIF SEKRETUAR FAZ | GEBELIK
FAZ
LENFOSITLER

uNK + +++ +++++

T HUCRE + + ++

B HUCRE -1+ -+ -1+

APC

MAKROFAJ + ++ +

immatir DC + + ++

Matir DC -[+ + -[+

GRANULOSITLER

NOTROFIL - -+ -+

Ozellikle, siklus fazlari sirasindaki farkliligi gérmek icin uterin I6kositlerin sayisi
ve dagihmi gosterilmistir (52). CD45 |0kositleri stratum bazalede yodun olarak

bulunmaktadir ve tim endometrial hicrelerin sayisi premenstiriel donemde %10-15
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ten 9%20-25’e cikmaktadir (53). Bu yikselme temel olarak sekretuar fazdaki
endometrial l6kositlerin ana subpopulasyonlarindan olan CD56 CD16 CD3 uterin NK
(uNK) hicre gruplarinda olmaktadir (54,55). Diger az sayida saptanabilen immun
hiicreler ise CD CD3 NK hicreleri, nétrofiller ve mast hicreleridir (56). Erigkin kadin
endometrial stromadaki non-NK I6kositlerin  ¢odunlugu HLA-DR antijen sunan
hacreler (PC) ve T hucreleridir (57,58).

LENFOSITLERIN YERLESMESI

Uterin lenfosit sub gruplarinin belirgin doku spesifiteleri vardir ve siklusun belli
fazlan ile kesisen 6zellesmis mekanizmalar yerlesme 6zelliklerini belirler. Adhezyon
molekdlleri Iokositlerin periferal dokuda yerlesmesinde ve islevlerinde anahtar rol
oynadiklari icin (59), bircok calisma endometriyum ve erken gebelik desiduasindaki
bu molekuiller Gzerine odaklanmistir. Endometrial ve/veya erken gebelik desidual
stromal hucreleri ICAM-I, VCAM-I, LFA-3, a3-6,81, aVB3 ve H-CAM adhezyon
molekadllerini ve infiltre eden lenfositler ICAM-I, VCAM-I, N-CAM (CD56), LFA-1a/b,
LFA-2, LFA-3, Macl, gp150,95, al+2, a4-6, 1, aVB3 ve H-CAM uretmektedir (60).

uNK Hucreleri

UNK htcreleri uterus icin spesifiktir ve NK hcreleri gibi fonksiyon
gostermektedir. Ancak uNK hicrelerinin diger NK hucrelerinden farkl fenotipi
bulunmaktadir (54,61,62,63,64,65) uNK hicreleri normal olarak bulundugu
endometriumda erken gebelik doneminde sayisi artmaktadir (65,66,67). uNK
hiicrelerinin desiduada bulunma mekanizmasi iki yolla agiklanabilir. Birincisi periferal
kan uNK hicresi selektif olarak uterus mukozasina yerlesmektedir. uNK
hicrelerindeki adezyon molekulleri desidual kan damarlari ile baglanir ve bu
yerlesmenin gerceklesmesini saglar (68,69). Ikinci mekanizma ise uNK insitu
prolifere olmasidir. uNK hdcreleri aktif olarak bolinme yetenegine sahiptir (65,70,71)
Hucrelerin ¢ogalmasini desidual htcreler tarafindan salgilanan sitokinler veya
hormonlar stimule edebilir (72-78).

uNK htcreleri desidua icerisinde ¢ok sayida bulunmalarina ragmen semi-
allogenik non villdz sitotrofoblast hicrelerine baglanmaz. Bu baglanmamayi uNK
hicrelerinin salgiladigi inhibitor faktorler saglamaktadir. Bu reseptérler trofoblastlar
uzerindeki MHC la ve b (HLA-C, HLA-E and HLA-G) ile baglanmaktadir. inhibitor

reseptorler uNK hucrelerin litik fonksiyonlarini baskilar. uNK hticrelerinde birka¢ tane
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inhibitdr reseptor tanimlanmistir. Bunlar immunglobulin  benzeri 6ldurtcta hicre
inhibitor reseptor [Ig-like killer cell inhibitory receptor (KIR)] (KIR2D, KIR2DL4) ve
lektin benzeri [lectin-like] KIR’lar (CD94/NKG2A) dir (79,80,81,82,83).

uUNK hucrelerinin fonksiyonu hakkinda bilgiler oldukca kisitlidir. Periferal NK
hicreleri ile aynt membran markerlarini tagimamaktadir. Bu nedenle ayni fonksiyona
sahip olup olmadigi tam olarak bilinmemektedir. uNK hcrelerinin gebelik déneminde
sayisinin ¢ok artmasi bu donemde infeksiyonlardan korunma ve immuniteyi kontrol
etme amacina yonelik olabilir. Ayrica uNK htcrelerinin implantasyon ve plasenta
gelisimine etki ettigi distunulmektedir (84,85). Yapilan calismalarda pre implantasyon
doneminde uNK hicreleri sayisinin artmis olmasinin tekrarlayan disuklere neden
oldugu bildirimigtir (86,87,88). Buna karsilik uNK hiicreleri sayinin azalmasi genetik
olarak anormal fetus gelisimine yol agmaktadir (89,90). Tubal gebeliklerde ise uNK
hicreleri bulunmamaktadir (91).

uNK hucrelerinin 6nemli bir fonksiyonuda sitokin dretimidir (92,93,94,95) uNK
hiicrelerinden salinan sitokinler plasentasyonda 6nemli rol oynamaktadir. Granulosit
koloni-stimule edici faktor (G-CSF), granulosit-makrofaj koloni-stimile edici faktor
(GM-CSF), makrofaj koloni-stimile edici faktor (M-CSF) ve |6semi inhibitér faktor
(LIF) trofoblastlarin buydmesini saglarken; koloni stimile edici faktorler
trophoblastlarin porliferasyonunu ve diferenasiyasyonu saglamaktadir (96,97). Ayrica
LIF implantasyonu stimule etmektedir (98,99,100,101). TGF-B, trofoblast
proliferayonunu ve diferasiyasyonunu inhibe etmektedir (102,103,104). uNK hucreleri
ayrica tip 1 sitokin (TNF-a ve IFN-y) de Uretir, bunlar implantasyon ve trofoblast

invazyonuna inhibit6r etki olusturmaktadir.

T lenfositler

Gebelikte periferal kan hicrelerinden en ¢ok arastirilan hiicre T lenfositlerdir. T
lenfosit populasyonu yardimci T lenfositler (Th) ve sitotoksik T lenfositler (Tc) olmak
uzere ikiye ayrilr.

Th hcreleri diger immun siteme ait hicrelere yardim ederken diger taraftan
sitokinleri Gretmektedir. Tc hicreleri ise direk olarak enfekte veya yabanci hicreleri
ortadan kaldirmaktadir. Th ve Tc hicrelerinin gebelikte sayilarinin artip atmadigi tam
olarak bilinmemektedir (38,105,106,107). T lenfositler sitokin Uretimlerine gore de
siniflandirabilir. Tip 1 T lenfosit hicreleri, interferon-y, interleukin-2 (IL-2) ve tumor

nekrosis faktor-a (TNF-a), Uretir ve hicresel immun cevabin olusumuna katkida
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bulunur. Buna karsin Tip 2 T lenfosit hiicreleri IL-4, IL-5, IL-9, IL10 ve IL-13 sentezler,
humoral immunitenin olusumuna katkida bulunur (108). Yapilan calismalarda Th2
hicrelerinin - gebelikte 6nemli rol oynadigi gosterilmistir (109,110,111). Tipl
sitokinlerin azalmasi gebelige daha olumlu etki yapmaktadir. Tip 1 sitokinler (IFNy ve
TNFa) gebelik icin zararlidir. Embriyonik ve fetal gelismeyi inhibe etmektedir
(112,113). Gebe farelere bu faktorler enjekte edilirse gebelik sonlanmaktadir (112).
insan calismalarinda da periferal lenfositler tarafindan tretilen Tip1l/Tip 2 sitokin
dretim oraninin gebelerde gebe olmayanlardan daha dusik oldugu gosterilmistir
(38,114,115,116,117). Bununla beraber bu azalmanin nedeninin Tip 1 sitokin tretim
azalmasina mi bagli oldugu yoksa Tip 2 sitokinlerinin fazla tGretimine mi bagh oldugu
konusunda tam bir fikir birligi bulunmamaktadir (38,115,117). Bununla beraber Tip 2
immun cevaba dogru kaymanin gebeligin devami icin ¢ok ©Onemli oldugu
bilinmektedir. Tekrarlayan distklerde Tip 1 sitokinlerde artis oldugu gdosterilmistir
(118,119). Diger yandan Tip 2 sitokin artisinin tekrarlayan gebeliklerde artmis
oldugunu rapor eden calismalarda bulunmaktadir.

Tipl/Tip 2 sitokin oranini gebelikte azaldigini aciklayan cesitli gorutsler
bulunmaktadir. Ostrojen ve progesteron gibi gebelik hormonlarinin lenfositler tizerine
direk etkisi ile tip 2 sitokin Gretimi artirdigi ileri surdlmektedir (120,121,122).
Progesteron indirekt yol ile PIBF salgilayarak veya plasentanin lenfosit sitokin
uretimini basklilayarak etkisi olabilir (48,123,124).

In vitro, calismalarda plasental ve trofoblast hicrelerinin sitotoksik T-lenfosit
aktivitesini azalatan faktorler Urettigi gosterilmigtir (125,126). Bunun yani sira
trofoblastlar 6zellikle Tip 2 sitokinleri Ureterek, Tip2 yanit olusumuna katkida
bulunurlar (127,128,129,130).

Plasentanin T lenfosit cevabini inhibe ettigide bilinmektedir. Vill6z
sinsisyotrofoblastlar indol amin dioksigenaz (IDO), sentezler bu enzim triptofani
metabolize eder ve maternal T lenfositleri baskilar (131,132,133).

T lenfositler trofoblastlar ile temas halinde olmasina ragmen nonvill6z
sitotrofoblastlar ile temas halinde degildir. T lenfositler MHC la negatif trofoblastlari
taniyamaz. T lenfositlerin sayisi desiduada ve plasentada gebelik sirasinda
azalmaktadir (86,134,135,136). Ayrica desidua T lenfositler tarafindan salinan
sitokinlerin fetusu kabul edilmesinde rol oynamaktadir. Desiduadaki T lenfositler
degisik Tip 1 ve Tip 2 sitokinleri tretmektedir (111,112,137). Tip 1 sitokinler fetus igin
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zararlidir. Desiduada distuge neden olur ve trofoblast invazyonunu inhibe eder. TNF
a trofoblast hiicrelerinin apoptosisini stimule eder. IFN-y, TNF-a araciligiyla trofoblast
Olimune aracilik eder (138,139). Bu sitokinler trofoblastlarin asiri biyumesini inhibe
eder(113,140) ve makrofaj aktivitesini stimtle eder (141,142). Ayrica, TNF-a ve IFN-y
fetal blyUmeyi protrombinaz aktivitesini arttirarak da etkilemektedir. Bunun
aktivasyonu sonucunda ortaya clkan trombin pihtilasmaya neden olur ve IL-8
salinimina neden olur. IL-8 granulositleri ve endotel hicrelerini stimile ederek
gelismekte olan plasentaya kan akimini sonlandirmaktadir (143,144).

Monosit ve granulositler:

Dogal immun hicrelerden makrofajlar desidua icerisinde bulunmaktadir.
insanlarda gebelik déneminde uterusta yaygin olarak bulunmaktadir (145).
Makrofajlar desiduada, trofoblastlar ile birlikte, ekstraplasental membranlarda
bulunmaktadir (146). Makrofajlarin sayisi premensturel doénemde artmaktadir.
Desiduadaki makfofaj sayisi tim Iokositlerin % 20-30 unu olusturmaktadir
(67,147,148,149). Makrofaj sayisi ostrojenden etkilenmektedir. Ostrojen lokositlerin
uterusa girmesini stimile eder (150,151). Sitotrofoblastlar monosit inflamatuar
protein-1 alpha sentezleyerek desiduada makrofajlara baglanmayi saglar (152).
Makrofaj sayisi dokularda siki kontrol edilmektedir. DusuUklerde makrofaj sayisinin
belirgin artmis oldugu bildirilmistir (88,153).

immun defans sistemlerinin relatif olarak kayboldugu plasental dokuda
desidual makrofajlar nonspesifik immun cevap olusmasinda énemli rol oynamaktadir
(154). Makrofajlarin fagositik rolt ayrica trofoblast invazyonu sirasinda ortaya cikan
hicre artiklarinin ortadan kaldirimasinda da rol oynamaktadir (146). Makrofajlar
ayrica plasentasyonda ve sitokin dretiminde (TNF-a, TGF-B ve koloni stimule edici
faktorler) de rol oynamaktadir (155,156). Makrofajlar immunsupresif prostoglandinler
de salgilayarak Tc lenfositlerin ve uNK hticrelerin fonksiyonlarini bloke etmektedir
(157).

Aragtirmacilarin ¢ogu gebelikte lenfositler ile ilgilenmiglerdir. Ancak son
yillarda yapilan calismalarda arastirmacilar monosit ve grantlositlerin fonksiyonlarini
arastirmiglardir  (158,159,160). Arastimacilar gebelik sirasinda granilosit ve
monositlerden salinan c¢esitli adhezyon molekilerinin salindigini  bildirmiglerdir
(81,106,161). Dogal immun hucreler gebe kadinlarda aktive oldugu ve bunun serbest
oksijen radikalleri aracigi ile olctlebildigi gosterilmistir (160,162). Gebelikte gortlen
bu belirtiler sepsisteki belirtiler ile benzerlik godstermektedir (160,163). Gebelik
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doneminde dogal immunitenin gelismis oldugu bilinmektedir. Hormonlar ve plasenta
bu immunitenin olugsmasinda dnemli rol oynar. Granulositlerin de plasenta araciligi ile
aktive oldugu bildirilmistir. Plasentadan salinan ¢ok sayida ¢ozinebilen faktor
maternal dolagima grantilositleri aktive etmektedir (164). Ayrica fetal veya trofoblastik
orjinli hicreler ve hicre parcalari anne kaninda bulunmustur. Bunlarin da
monositlerin aktivasyonundan sorumlu oldugu ileri surdlmektedir (165,166). Bu
yapilar monosit ve granulositler tarafindan fagosite edilmektedir.

Trofoblast antijenler

Fetal dokunun maternal bagisiklik sistemi ile primer temasi plasentada
olur.(Sekil 2) insanlarda plasental villuslar cogunlukla sinsityotrofoblast hiicrelerden,
onun altinda villoz sitotrofoblast ve mezenkimal korddan olusur. Villuslar dolagimdaki
maternal kanin ve onu olusturan immun hicrelerin icinde yuzerler. Bu yuzden
sinsityotrofoblastlar maternal immun sistem ile iliskideki esas fetal dokuyu
olustururlar. Ekstravill6z sitotrofoblastlar (EVT) hticre kolonlari olusturarak maternal
desiduay! kaplarlar. Bu hucreler genellikle desidudaki ve myometriumdaki spiral
arterler ile yer degistirerek (gebeligin ilk 18 haftasinda), fetal doku ve maternal immun
hiicreler arasinda baska bir araytz olustururlar (167).

Klasik MHC antijenleri oldukca polimorfiktir ve genis asamalara kadar,
allograftin yabanciligindan sorumlu tutulurlar. Sinsityotrofoblastlar klasik sinif 1 ve
sinif 2 antijenlerden yoksundur (168). Bu nedenle maternal doku ile temas halindeki
trofoblastlarin ¢cogu maternal T-hicre aktivasyonu icin gerekli determinantlardan
yoksundur. Ekstravilléz sitotrofoblastlar benzer sekilde sinif II MHC antijenlerini
eksprese edemezler (168). Sinsityotrofoblastlarin tersine ekstravill6z
sitotrofoblastlarin bazilari sinif 1 MHC antijenlerinin ortak c¢ati determinantlarini
eksprese edebilir. Bu hicreler baglanmis kolonlardaki sitotrofoblastlar, desidudaki
interstisyel sitotrofoblastlar ve spiral arterlerin duvarlaridir ve koryon yapraginin
sitotrofoblastlaridir (169). Her ne kadar sinif 1| MHC antijenlerin monomorfik
determinantlari ile yonlendirilen bu sitotrofoblastlar antikorlar tarafindan taninsa da
bu hicreler MHC sinif 1 antijenlerin polimorfik determinantlarina yoénlendirilen
antikorlar ile reaksiyona girmez. HLA-G 'nin “immun ayricalija” neden olabilecegi ileri
surtulmektdir (6rn. NK hicresi inhibisyonu). HLA-G ekspresyonu plasenta, iris, retina
gibi dokularla smirlandiriimistir. Gen hedefine bagl sekonder fonksiyonel MHC sinif
1 molekulleri eksik olan fareler, normal Uremeye devam edebiliyor olmalari, HLA-G

nin gebelik olusumunda potansiyel bir rolil oldugunu gdstermektedir (170).
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Sekil 2 Maternal-fetal arayiiz. Fotal dokular maternal immun sistem ile ilk defa plasentada iligki kurar.
Insanlarda sinsiyotrofoblast hiicrelerden ibaret olan plasental villus vill6z sitotrofoblast tabakasinin
altinda bulunur. Bu villuslar maternal kan ve icindeki immun hicreler ile surekli olarak yikanirlar.
Bdylece sinsisyotrofoblastlar maternal immun sistem ile temas eden temel fetal dokular olustururlar.
Ekstravillz sitotrofoblaslar maternal desiduay istila ederler. Bu hicreler genellikle desiduadaki spiral
arterlerin endoteli yerine gecerler ve miyometriyum gebelik siresinin ilk olarak 18. haftasindayken
maternal immun hicreler ile fetal dokular arasinda yeni bir arayliz meydana getirler.
Sinsisyotrofoblastlar sinif | ve sinif 1l antigenlerinin her ikisinden de yoksun iken ekstravill6z
sitotrofoblastlar da sadece sinif |l antigenleri yoktur. HLA-G ekspresyonu immun yaniti

sinirlandirmaktadir

Trofoblastik dokudaki diger hiicre-ylizey proteinleri fetal antijenlere karsi,
maternal bagisik yaniti baskilayabilir. Fas ligand (FasL veya CD95L) TNF ailesine ait
bir proteindir, membran reseptor Fas (CD95) eksprese eden T-hiicrelerin apoptozisini
indukler. FasL 6zellikle fare plasentalarindan trofoblast ve dev hiicrelerde eksprese
olur (171). FasL'den yoksun farelerin plasentalarinda asiri l6kosit infiltrasyonu ve
desidual-plasental yizde nekroz saptanmistir (171). ik trimestir ve term
plasentalarda sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlara sinirli olarak insan plasenta

ylzeyinden FasL salgilanir (172). Gebeligin ilk trimestirinde maternal desiduada
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invaziv interstisyel trofoblast hiicrelerindeki CD45+ I6kositlerde gicli FasL seviyeleri
bulunur. insan trofoblast killtiirlerine FasL'ye karsi monoklonal antikorlar eklendiginde
Fas aracili apoptozis engellenir. Bu bulgular birlegtirildiginde insan trofoblastik
dokusundaki aktive lenfositlerde Fas bagiml bir apoptozis indiksyonu oldugu
dustnulmektedir (167).

CD28 ve CTLA-4 T hicre stimulasyonunun koregulatérudir. CD28 yuklenmesi
ASH ve T hucre arasindaki sinapslari stabilize etmesinde ve uzatmasindan dolayi
TCR komplekslerinde isaretlemeyi (signalling) gugclendirir. ASH'nin eksprese ettigi
ligand B7 ile CD28 eslesmesi , mitojen aktiviteli protein-kinaz (MAP-kinaz) yolunu ,
fosfoinozitid 3 kinaz bagimli sekilde aktive eder. CTLA-4, T-hlcre aktivasyonunu

inhibe eden T-hticre ko-ligandidir.

ENDOMETRIYUMDAKI SITOKINLER

EVT'nin invazif dzelliklerini invitro tetikleyen solubl faktorler, bircok sitokindir.
EGF, IGF-Il, TGF-B, granulosit makrofaj buyime faktor (GM-CSF), LIF, hepatosit
growTh faktor (HGF) ve IL-1,-6,-10,-11,-15, ozellikle insan implantasyonunda
calisiimistir (173,174). Endometriyumda bulunan sitokinlerde TGF-$ ile gebelige
immuntoleransda 06zellikle ilgilenilmistir. TGF-1 makrofaj tarafindan salinan ana
immun supresif molekuillerinden biri  olarak IL-10 ve PGE; ile etkilesim
gostermektedir. Bu 3 madde insan endometriyumunda  gosterilmistir.
Endometriyumda Th2 sitokinleri, Thl sitokinlerine gére baskindir (175).
Endometriyumda tanimlanan sitokinlerin ¢cogu uNK hucreleri ve monosit/makrofajlar
tarafindan sentezlenmektedir (176). Ve bu nedenle reproduktif immunologlar icin
temel olusturmaktadir.

UTERIN NK HUCRELERININ DUZENLENMESI

Periferik kandaki NK hucrelerin sayisi, gebe kadinlarda gebe olmayan
kadinlara gore azalmaktadir (177). Ayrica NK hucrelerinden salinan IFN-y miktarinda
da azalma olmaktadir (38). Bdylece gebelikteki immunite hicreselden humorale
dogru bir kaymaya neden olmaktadir. NK hucrelerinin  embriyotoksik oldugu
bilimektedir. Yapilan IVF calismasinda maternal NK sayisinin %18 den fazla oldugu
durumlarda dogum gerceklesmemektedir. uNK lar ise periferik kandaki NK lardan

farkh ozellikler gosterirler.
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Desiduada EVT desidual lenfositlerle direkt iliski icindedir. Ozellikle uNK
hicrelerinin gebelikte EVT invazyonunun kontrolinde sitotoksik efektdr htcreler
olarak veya spesifik sitokinlerin sentezini saglayarak etkili oldugu sdylenmektedir
(178). Fakat bu hucrelerin biyolojik fonksiyonlari tam olarak anlagilamamistir. uNK
hicrelerinin  yuzeyinde EVT vylzeyinde eksprese edilen klasik olmayan MHC
molekulleri HLA-G ve HLA-E ile etkilesen birgok reseptdr bulunmaktadir. HLA-G
fetusun hayatta kalmasinda, oldurtci-inhibe edici reseptdrler ile (ILT-2/Kir2DL4 gibi
reseptorler) NK aracilik ettigi lizisi 6nleyebildigi icin dnemli olabilir. HLA-E nin
desidual hiicre agindaki fonksiyonu ¢cok az anlasilabilmigtir. HLA-E ile NK Uzerindeki
CD94/NKG2 reseptorlerinin etkilesimi NK hicre dizilerinin sitotoksisitesini yok
etmektedir. ik invitro deneylerde fetal trofoblastlarda HLA-G ve HLA-E
ekspresyonunun uNK htcrelerinden sitokin dretimini etkiledigi ve sitokin Uretiminde
Th1-Th2 shiftini indikledigini gésteren kanitlar bulunmustur (179).

DENDRITIK HUCRELER

Dendritik hicreler (DH) en potent antijen sunucu hicrelerdir. Ayrica DH’ler
Tipl/Tip2 sitokin dengesinin diizenlenmesinde de 6nemli rol oynamaktadir. (180).
Yapilan calismalarda DH’lerin gebelikteki immunolojik paradoksta DH’lerin énemli rol
oynadi§i bildirilmektedir. Periferal kandan DH sayisinin arastirildigi iki calismada
sonuglar birbiri ile uyumlu degildir (181,182).

Bu sonuclar 1siginda gebelikte spesifik immun cevabin baskilandigi
bilinmektedir. Bunu dogal immun cevaplar kompanse eder. Dogal immun cevap
ekstrasellller bakteriel enfeksiyonlara cevap olusturur. Bu nedenle interselliler
viruslara kargi etkisi daha azdir. Gebelerin viral enfeksiyonlara karsi daha hassas
olmasinin sebebi budur (183).

Endometriyal ASH’ler desidual l6kositlerin %20’sini olusturmaktadir. insan
desiduasinin dendritik hicreleri barindirdigi anlasilinca endometriyal/desidual ASH
lere ilgi artmistir. Patojenlere karsi immun savunma ve fetal allograftin toleransinda
farkli roller oynayabilecegi i¢in, immun dengede dendritik hticreler ilging adaylardir.
Fagositoz sonucunda MHC-2 antijen sunumunu saglayacak veya IL-10 gibi
sitokinlerin salinimi ile toleransi dizenleyerek veya inhibitor reseptérleri eksprese
ederek immuniteyi etkilemektedirler. Desiduada, gebeligin gelisimi ile immatur
dendritik hiucre sayisi dramatik olarak artmaktadir ve bu hicrelerin gebeligin
basarisindaki 6nemli rolint etkilemektedir. Bu immatir dendritik hicreler uNK

hicreleri ve EVT ile siki iligki icindedir.
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HUCRE iCi iMMUN DUZENLEYICILER

Desidualizasyon ve implantasyonda, embriyo tarafindan IL-1 Uretimi anahtar
diizenleyicidir. IL-1; insulin-benzeri buyume faktor baglayici protein 1 (IGFBP-1)
geninin ekspresyonu ve desidualizasyonu pozitif veya negatif olarak etkileyen cesitli
sinyal yollarini aktive edebilir. ayrica; progestin, IGF’ler, insulin, ovarian steroidler,
sitokinler ve diger faktorlerle birlikte menstriel siklus, ovulasyon, desidualizasyon,
blastosist implantasyonu ve fetal biytumeyi dizenleyen IGFBP-1 transkripsiyonunu
aktive etmektedir. Degisik tipte endometriyal hicrelerde IGFBP-1 transkripsiyonunu
secici olarak aktive eden bir bagka gen grubu Home box (hox) genleridir. Hox
proteinleri endometrial hiice gelisiminde steroid hormonlarin intracelltler molektler
mediatorleridir. Hox genleri, insan progesteron reseptorleri ile iligkili aktiviteleri
bastirmaktadir. Ayrica, HoxB4 ekspresyonu Ostrojen ve progestin ile ve HoxAl10 ve
11 ise progestin ile aktive edilmektedir. Hox proteinleri c-jun ve c-fos
protoonkogenleri ile birlikte seks steroidleri ve sitokin ile indiuklenen endometriyal

siklusun dizenlenmesinde kesin bir rol oynamaktadir.

2.4 FETAL IMMUNOLOJI

IMMUNODISTROFiZM VE SITOKIN URETIMI

Fetal “semi-allograft'in” annenin immunolojik saldirisindan korunmasi ve
annenin fetal antijene yanitinin fetus icin zarar verici olabilmesi arastirmalarin
odagini olusturmustur. Buna immunodistrofizm adi verilmektedir (184).

Fare modellerinde IL-1, IL-2, TNF-a ve IFN-y'nin sistemik uygulamasi gebelik
arinindn kaybina yol agmistir. Bu sitokinlerin fizyolojik seviyeleri normal gebelikte
bulunsa da, patolojk durumlarda (enfeksiyon ve hipokside) hasar verici seviyelere
ulasabilmektedir.

Indol amin 2,3-dioksigenaz (IDO), ureme immunolojisinde yeni kesfedilen
potansiyel 6nemli bir gendir. Bu gen IFN-y'ya cevap olarak immunosupresif
makrofajlardan dretilir ve triptofani katabolize ederek lokal T-hiicre populasyonlarinin
proliferasyonuna engel olur. Fareler post-konsepsiyon 7,5 ginde IDO eksprese
ederler ve bu enzimin 1-metil-triptofan ile inhibisyonu syngeneic mouse eglerinde
etkisi yoktur, fakat allogenic eslesmede tam kayba yol acar. Matur T-hicre eksik olan
allogenik RAG -/- farelerde IDO'ya cevap olarak gebelik kaybi olmamaktadir, bu da
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etkinin lenfositler aracihdr ile oldugunu go6stermektedir. Gebelik kayiplarinin
komplemanin tek CD8+ , T-hiicre bagimli aktivasyonu ile oldugu gdsterilmistir.
Plasentaya 6zgu IDO'nun sekresyonu insanlarda gosterilmistir. Onceki calismalarda
bunun 14. haftanin baglangicinda sinsityotrofoblastlardan salgilandigi ve terme dogru
azaldigr gozlenmistir. Bu enzim desidua bazaliste bulunur, fakat ilk trimestr
villuslarinda bulunmamaktadir. Bazal tabaka yada sinsityotrofoblastlarda bu enzim
bulunmamakta, fakat term plasentada villoz endotelyal hucrelerde fazla miktarda
bulunmaktadir. Term plasenta kulturlerinde IFN-y belli bir doz ve sirede IDO
transkripsyonu ve enzim aktivitesini arttirmakta, bu olay IL-4 ile inhibe edilmektedir.
IMMUNOTROFizZM

immunodistrofizm ve immunosupresyon goruslerinin tersine, bazi calismalar
fetal antijenlere karsi maternal immun yanitin gebelik Griinidne faydal oldugunu ve
fetusun devami icin yararli oldugunu gostermektedir (167). Maternal T hlcrelerden
salgilanan sitokinlerin, suprese olmasi gereken zararli molekillerin aslinda plasental
biyume faktori olarak cahstiklarini, plasental fonksiyonu guclendirdikleri ve fetusun
devamliligini sagladiklari ileri surtilmektedir.

GM-CSF preimpante fare embriyolarinda trofik etkisi var. Makrofaj koloni
stimule edici faktor (M-CSF) kismen gerekir, ciinkl fare gestasyonel dokularinda bol
miktarda bulunmaktadir, gebe olmayan endometriyumda minimal seviyede bulunur.
M-CSF gebelikte fare uterusunda 1000 kat artmaktadir. intrauterin M-CSF Ostrojen
ve progesteronun uterus bez epitel hicrelerinde sinerjistik etkisiyle fazla
uretilmektedir. Fare modellerinde M-CSF'in sistemik uygulamasinin gebelik kaybini
azalttig1 gosterilmigtir.

E-kadherin, integrin, onkofetal fibronektin gibi hiicre adezyon molekullerinin,

normal plasenta gelisimi icin gerekli oldugu kabul edilmektedir.

DESIDUADAKI{ iIMMUN HUCRELER

Desidua maternal plasentanin bir parcasidir. Maternal ve fetal hticreler birbiri
ile temastadir. Bu nedenle desidual hiicreler fetusun kabul edilmesinde ve trofoblast
invazyonunda 6nemli rol oynar. Bu amacla desidua icerisinde c¢esitli hiicreler bulunur.
Stroma hucreleri, lenfositler, uNK hicreleri, monositler ve epitel htcreleri bunlarin
baslicalaridir. Bulunan hucrelerin sayilari degisiklikler gostermektedir. Proliferatif
fazda l6kosit sayisi desidual hiicrelerin % 10’nu olustururken sekretuvar donemde bu

sayl %20’ye ulasmaktadir. Ge¢ sekretuvar donem ve erken gebelik doneminde ise
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bu oran % 40 civarindadir. Bu artistan esas olarak uNK hucrelerin sayisinin artisi

sorumludur. Grandulositlerin ve monositlerin sayisi endometrimda sinirli sayidadir.

2.5 JAK / STAT YOLAGI

Sitokin donustiartca sinyallerin en iyi bilinen sekli bir enzim olan janus kinazlar
(JAK) ve sinyal donastirict ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) olarak adlandirilan
transkripsiyon faktorleridir. Tip | ve Tip Il sitokin reseptdrleri tarafindan kullanilan bu
yol hedef hiicre uzerindeki spesifik etkilerin ortaya ¢ikarilmasini saglamaktadir. Bu
yollarla ilgili calismalar, sitokine baglanan reseptérler ve hedef genlerdeki
transkripsiyon arasindaki direkt iligkiyi gbstermektedir (185).

JAK/STAT yolaginin kesfi interferon sinyallerinin biyokimyasal ve genetik
analizlerinin sonucudur. interferonlara cevap olan genlerdeki promoter alanlar (ki
bunlar hicresel proteinlere baglananlardir) hicrelere uygulanan interferon sonrasi
fosforile olurlar. Bu proteinler STAT protein adi verilen, sitokine cevap veren gen
transkripsiyonunu aktive ederler. Mutant htcre serileri siklikla interferona yanitsiz
kalirlar. Bu mutant hticre serilerinin bazilari kismen STAT proteini icermezler ve gen
transfeksiyonu ile STAT’larin eklenmesiyle hiicrelerde sitokine yanitsizlik ortadan
kalkar. Bu, sitokinlere yanitta STAT'In esansiyel rolind kanitlar. Diger mutant hicre
serileri bir veya birden fazla tirozin kinaz iligkili alanda yetersizdir. Bu tirozin kinazlar
sadece biri aktif olan iki kinaz ug¢ igerdikleri igin iki bagh Roma tanrisina benzetilerek
Januse Kinaz adini almiglardir. Cesitli STAT ve JAK’lari knockout edilmig farelerin
analizini iceren bazi calismalar JAK/STAT yolaginin birgcok sitokine cevap ile iligkili
oldugunu gostermistir (185).

JAK/STAT sinyali yolagindaki bircok olay guniimiizde aydinlatilmistir. inaktif
JAK enzimleri Tip | ve Tip Il sitokinlerinin sitoplazmik uclarina tutunmustur. Sitokin
molekllinin baglanmasi ile iki reseptér molekill bir araya gelir, reseptor iligkili JAK
fosforalizasyon yoluyla aktive olur, sonrasinda reseptorlerin  sitoplazmik
bolgelerindeki tirozin rezidulerini fosforile ederler. Reseptorlerin bazi fosfotirozin
alanlari reseptériine tutunan monomerik, sitozolik STAT proteinlerinin Src homolog 2
(SH2) uclari tarafindan taninir. Daha sonra STAT proteinleri reseptérle uyarilan JAK
kinazlar tarafindan fosforile edilirler. STAT proteinlerinin SH2 ucu baska bir STAT
proteininin fosfotirozin rezidusiine baglanma yetenegine sahiptir. Sonug olarak iki
STAT proteini birbirine baglanir ve reseptérden ayrilirlar. STAT dimerleri ntkleusa

goc eder, sitokine cevap veren genin promotor alanlarindaki DNA sekanslarina
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baglanir ve gen transkripsiyonunu aktive ederler. Her bir dongiden sonra yeni STAT
proteinleri sitokin reseptorlerine baglanabilir, fosforilize olabilir, dimerize olup tekrar
nukleusa gogebilir. (Sekil 3)

Cok sayida farkh sitokine yanit olusturan ve degisik sitokin reseptérlerinin
kullandigi JAK ve STATlarin sinirini belirlenmesi olduk¢ca zordur. Farkli sitokin
reseptorlerindeki tek aminoasit sekansinin spesifik baglanma igin temel yapiyi (alant)
olusturmasli ve bu yolla JAK ve STAT’larin farkli kombinasyonlarini aktive etmesini
saglamaktadir. Degdisik STAT proteinlerinin SH 2 uclari secici olarak fosfotirozin
rezidulerine baglanir ve farkli sitokin reseptorlerinin yaninda yer alir. Degisik sitokin
reseptorlerinin bir kismi STAT’larin aktivasyonu ve dolayisiyla sitokin sinyalinin
Ozgurlugund de aciklayan bir yanit olmustur. Sitokinler sinyal treten yolaklari ve
STAT lar digindaki transkripsiyon faktorlerini aktive ederler. IL 2 reseptdrinin beta
zinciri, Ras ile uyarilan MAP-Kinaz yolagini aktive eder. Bu da gen transkripsiyonunu
ve buylume sitimulasyonunu etkiler. Diger sitokin reseptorleri, sitokinlere biyolojik
yaniti ortaya ¢ikartmada JAK/STAT yolaginin diger sinyal Ureten yollarini da benzer
sekilde aktive ederler.

JAK/STAT vyolaginin ¢ok sayida negatif regilasyon mekanizmalari
belirlenmistir. Sitokin sinyali baskilayicisi (SOCS) olarak bilinen proteinler STAT
yolagi inhibitorleridir. Bunlar SH2 ucu bulundurmalariyla ayirt edilirler ve SOCS
kutusu denen 40 aa C terminali ile iligkilidirler. Sekiz farkh SOCS proteini
belirlenmistir. Ek olarak SH2 ucu icermeyip SOCS box’t olan proteinler de vardir.
JAK/STAT sinyalinin SOCS protein inhibisyonu mekanizmasi tam anlasilamamistir.
Ancak sitokin reseptéri ve JAK kinazin her ikisini de hedef almig gorinmektedir.
llging olarak inhibitor aktiviteleri icin SOCS box’larindan ziyade SOCS’un en terminal
uclari gereklidir. Protozomal degredasyon icin SOCS boxlar iligkili proteinleri
isaretleme isine de katilmis gibi gorinmektedir. SOCS geni knockout edilmis fareler
bu ailenin fizyolojik roli hakkinda bilgi saglarlar. SOCS-I knockout fareler IFN-y
aktivitesinin fazlahgr nedeniyle t¢ haftada olurler. Bunlarin fenotipi IFN-y knockout
fare ile bu farenin caprazlanmasi sayesinde dogrulanir. Diger knockout fare
calismalari SOCS-2 nin biyime hormonu ve insulin benzeri biyime hormonu
sinyalini inhibe ettigi, SOCS-3 Un eritropoetin aktivasyonunun dizenlenmesinde rol
almaktadir. SOCS protein ekspresyonu JAK/STAT yolaginin aktive eden sitokin ile
ayni sitokin tarafindan uyariir. Sonu¢ olarak bu durumlar negatif feed back

inhibisyonu ile diizenlenir. Bir tirozin fosfataz olan SHP-I gibi sitokin sinyal inhibitorleri
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JAK molekullerini defosforile ve deaktive edebilirler ve aktive STAT ailesinin inhibitor
protein Uyeleri fosforile STAT proteinlerine baglanir, onlarin DNA ile etkilegimini
guclendirir (185).

4 Cytokine

JAK
> @

Necepto-

Cytoplasm

Mucleus L

>

Cyloking-
response element

Sekil 3 JAK / STAT yolaginin sitokinlerce aktivasyonu: inaktif JAK enzimleri Tip | ve
Tip Il sitokinlerinin sitoplazmik uclarina tutunmustur. Sitokin molekulinin baglanmasi
ile iki reseptdr molekull bir araya gelir, reseptor iligkili JAK fosforalizasyon yoluyla
aktive olur, sonrasinda reseptérlerin sitoplazmik bolgelerindekitirozin rezidilerini
fosforile ederler. Reseptorlerin bazi fosfotirozin alanlari resepetérine tutunan
monomerik, sitozolik STAT proteinlerinin Src homolog 2 (SH2) uclari tarafindan
taninir. Daha sonra STAT proteinleri reseptérle uyarilan JAK kinazlar tarafindan
fosforile edilirler. STAT proteinlerinin SH2 ucu baska bir STAT proteininin fosfotirozin
rezidusine baglanma yetenegine sahiptir. Sonug¢ olarak iki STAT proteini birbirine
baglanir ve reseptoérden ayrilirlar. STAT dimerleri nikleusa goc¢ eder sitokine cevap
veren genin promotor alanlarindaki DNA sekanslarina baglanir ve gen
transkripsiyonunu aktive ederler. Her bir déngiden sonra yeni STAT proteinleri
sitokin reseptorlerine baglanabilir, fosforilize olabilir, dimerize olup tekrar nikleusa
gocebilir.

Memelilerde 4 tip JAK bulunmaktadir. Bunlar JAK1, JAK2, JAK3 ve Tirozin
kinaz 2 (Tyk2) dir. Sitokinlerin iligkili reseptére baglanmasi ile ilgili JAK aktive olur.
Daha sonra aktivasyon uygun STAT molekilinin uygun promoter bolgeye
baglanmasi ile devam eder. STAT molekdlleri 7 adettir. Bunlar STAT 1, STAT2,
STAT3, STAT4, STAT5a, STAT5b ve STAT6 olarak isimlendirilir. Sitokinler ve
baglandiklari ligandlar ve aktive ettikleri JAK ve STAT lar tablo 2 de gdsterilmistir. Bu

32



farkh bircok grup sitokinlerce ve hematopoetin ile aktive olurlar (186). Null fare

calismalari ile JAK ve STAT molekullerinin temel aktiviteleri agiga cikarilabilmistir.

JAK ve STAT yolagi immun yanitin kontroliinde ¢ok énemli rol oynamaktadir (187).

immiin sistemdeki fonksiyonlar tablo 3 de 6zetlenmistir.

Tablo 2: sitokinler ve baglandigi ligandlar ve etkilesim icinde olduklari JAK / STAT lar

LIGAND JAK STAT
yc AILESI
IL-2, IL-9, IL-21 JAK1, JAK3 STAT1, STAT3, STATS
IL-7, IL-9 JAK1, JAK3 STAT3, STATS
IL-4 JAK1, JAK3 STAT6
IL-13 JAK1, JAK2,JAK3, Tyk2 STAT6
Bc AILESI
IL-3, IL-5 JAK?2 STATS
Gp130 AILESI
IL-6 JAK1, JAK2 STAT1, STAT3
IL-11 JAK1 STAT1, STAT3
OSM, LIF JAK1, JAK2, Tyk2 STAT3, STATS
IL-12 JAK2, Tyk2 STAT4
IL-23 Tanimlanamamistir STAT4
IFN AILESI
TIP I IFN JAK1, Tyk2 STAT1, STAT2
TiP Il IFN JAK1, JAK2 STAT1, STATS
IL-10 JAK1, Tyk2 STAT3
IL-22 Tanimlanamamistir STAT1, STAT3, STATS
IL-28A, IL-28B Tanimlanamamistir STAT2, STAT3
IL-29 Tanimlanamamigtir STAT2, STAT3
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TABLO 3. JAK / STAT Immunolojik fonksiyonlart,

JAK

JAK1 Perinatal leThal: lenfosit gelisimde defekt(iss)

JAK2 Embriyonik leThal: eritropoesiste yetmezlik(189,190)

JAK3 Siddetli kombine immiin yetmezlik(o91,192)

Tyk2 Defektif IL-12 ve IFN sinyali(193,194)

STAT

STAT1 Zayiflamig viral immunite, buyime geriligi, zayif IFN sinyali (195,196)
STAT2 Zayiflamig IFN sinyali (197)

STAT3 Embriyonik leThal: patojenlere karsi zayiflamis yanit (19s)

STAT4 Zayiflamig IL-12 sinyali: defektif Th1 hiicre diferansiyasyonu (199)

STATS5a Zayiflamig meme bezi gelisimi: zayiflamis prolaktin sinyali (200,201
STAT5b ZayIflamisg GH sinyali: defektif NK hiicre fonksiyonu (202,203)

STAT5a + STAT5b Azalmis T proliferasyonu ve NK yoksunluguzos)

STAT6 Zayiflamig IL-4 ve IL-13 sinyali: defektif Th2 hicre farklilasmasi (20s,206)

JAK1

IL-2, IL-9, IL-21 IL-7, IL-4, IL-13, IL-11, OSM, LIF, TiP | IFN, TiP Il IFN, IL-10
sitokinlerinin sinyal iletiminde rol oynamaktadir. Sitokinlerle aktiflenen JAK1 daha
sonra cesitli STAT'lari aktive etmektedirler, bunlar STAT1, STAT2, STAT3, STAT5 ve
STATG6 dir. Farelerde JAK1 eksikliginde perinatal 6lim goraltr. Lenfoid hiicre gelisimi

baskilanir. Bu defekt enfeksiyon ve oto immunite riskini arttirmaktadir.

JAK2

Bc ailesi Uyesi olan IL-3 ve IL-5 in etkilerini gostermek Uzere aktiflenirler bu
aktivasyon dogrudan STATS5 in aktivasyonu ile iligkilidir. JAK2 ayrica gpl130 ailesi
dyesi IL-6, IL-11 IL-12, OSM, LIF ile IFN ailesinden de Tip | IFN larin etkilerine de
aracilik etmektedir. Bahsedilen sitokinlerin sinyal iletimi sirasinda STAT1, STATS3,.
STAT4, STAT5 ve STATG6 yi farkli etkinliklerde aktiflemektedirler. JAK2 eksikliginde
hematopoetik faktérlere yanitsizlik, yetersiz eritropoezis nedeniyle embriyonik 6lim

meydana geldigi bildirilmektedir.
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JAK3

Diger janus kinazlara gore daha secici bir molekulddr. Ligand ailelerinden
sadece yc ailesi sitokinlerin etkilerini géstermek tzere aktiflenmektedir. Bu sitokinler
IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13 ve IL-21 dir. JAK3 aktiflendikten sonra STAT1, STATS3,
STATS5 ve STAT6 kullanmaktadir. JAK3 eksikliginde ciddi kombine immin yetmezlik
meydana gelmektedir. JAK3'lUn diger JAK’lara gore daha selektif bir etkisinin olmasi
klinik acidan ilgi ¢ekici bir konu olarak algilanmaktadir. JAK3'Un inhibe edilebilmesi
icin ¢calismalar yapilmaktadir, bu ¢alismalarin sonucunda geligtirilen ilaglar ile immun
sistemin baskilanmasi amaclanmaktadir. Diger immun sistem baskilayici tedavilere

oranla daha az yan etki beklentisi ilgi ¢cekici noktayi olusturmaktadir.

Tyk2

IFN ailesinde Tip | IFN’lar ve IL-10, gp130 ailesinden OSM, LIF ve IL-12, yc
ailesinden 1L-13 sitokinlerinin fonksiyonlari icin hicre ici sinyal yolunda
kullaniimaktadir. Tyk2 aktivasyonundan sonra ¢esitli STAT lari kullanabilir. Bunlar IL-
13 icin STAT6, OSM ve LIF igin STAT3 ve STATS5, IL-12 icin STAT4, tip | IFNlar icin
STAT1 Ve STATZ2, IL-10 icin STAT3'tur. Tyk2 eksikliginde IL-12 ve IFN sinyal

yolunda defekt meydana gelmektedir.

STAT1
IL-2, IL-6, IL-9, IL-11, IL-21, IL-22 ve Tip | IFN‘larin fonksiyonlarinda aracilik
etmektedirler. Dort farkli tip janus kinazla da yanit verebilirler. STAT1 eksikliginde

viral immun yanitta zayiflama, biyume geriligi, ve IFN sinyalinde zayiflama gozlenir.

STAT2
Tip | IFN ailesi Oyesi IFNa, IFNB sitokinlerince aktive olmaktadir. STAT2
eksikliginde IFN sinyalinde zayiflama oldugu bildirilmistir.

STAT3

IL-2, IL-6, IL-7, IL-9,IL-10, IL-11, IL-21, IL-22, IL28A, IL-28B, IL-29
sitokinlerince ve JAK1, JAK2 JAK3 un sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatori
olarak kullanilabilir. STAT3 eksikligi embriyonik 6limle sonuglanir, patojenlere karsi

yetersiz yanit mevcuttur.
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STAT4
IL-12, IL-23 ile JAK2 ile aktiflenmektedir. Eksikliginde zayiflamig IL-12 sinyali
ve defektif Thl hicre diferansiyasyonu meydana gelmektedir.

STATS

STATS iki subunitten olusmaktadir. STATa ve STATb olarak tanimlanabilir.
Genel olarak STAT5 yc ailesi sitokinlerin IL-2, IL-7, IL-9 IL-21, B¢ ailesinden IL-3, IL-5
Gp130 ailesinden OSM ve LIF IFN ailesinden IL-22 ve TiP Il IFNlar ile
aktiflenebilmektedir. yc ailesi sitokinleri ile aktivasyonuna JAK1 ve JAK3, Bc ailesi
sitokinleriyle aktivasyonuna JAK2 Gpl130 ailesi sitokinleri ve IFN ailesi Uyelerince
aktivasyonuna ise JAK1 ve JAK2 aracilik etmektedirler. STATS eksikliginde
prolaktine yanitsizlik nedeniyle meme bezlerinde gelisimin zayiflamasi, uNK hicre
fonksiyonlarinda ki defekt nedeniyle zayiflamis GH sinyali ve genel olarak bozulmus

T hdcre yaniti ile karakterizedir.

STAT6

STAT6, sadece IL-4 ve IL-13 etkisi ile aktive olmaktadir. Bu aktivasyon
sirasinda tum janus kinaz molekullerini kullanabilmektedir. STAT6 eksikliginde,
zayiflamig IL-4, IL-13 sinyali nedeniyle Th2 hicre diferansiyasyonu bozulmaktadir.

implantasyon asamasinda ¢ok sayida sitokinin ve birgok biiyiime faktoriiniin
fonksiyonlari bilinmektedir. Ancak bu molekullerin JAK/STAT vyollari ile iligkisi tam
olarak bilinmemektedir. Bu calismada sicanlarda olusturulan implantasyon
modelinde, gebeligin 4., 5. ve 6. guinunde uterus Ornekleri, JAK1, JAK2 ve JAK3 ile
STAT2, STAT3, STAT4, STATS5 ve STAT6 monoklonal antikorlari kullanilarak
immunohistokimyasal teknikle boyanarak uterustaki profilleri ¢cikariimasi ve muhtemel

fonksiyonlarinin belirlenmesi amaclanmistir.

2.6 DENEY HAYVANLARI

Bu calismada da kullanilan laboratuar sicanlari kemirgenler sinifindan ve Muridae
ailesindendir. 1800’lerin ortalarindan beri deneysel amaclarla kullaniimaktadirlar.
Siganlar kisa tuylt, ciplak kuyruklu, yuvarlak erekte kulakli, protriize go6zli, sivri
burunlu, uzun biyikli, ve bes parmaklidirlar. Albino sicanlar kisa goris mesafesine
sahip olup safra keseleri yoktur. Ortalama yasam sureleri 2,5-3,5 yildir, vicut isilari

35,9-37,5 C’dir ve disi olanlari 250-300 gr agirligindadir. Kommiuin olarak yasarlar ve
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noktirnal hayvanlar olmalarina ragmen laboratuar hayatina uyum saglamislardir.
Sicanlarin iki ayri serviksleri ve uteruslari vardir. Uretral ve vajinal acikliklari ayridir.
Vajeni kapatan membran pubertede yok olur. Siganlarin menstriel siklusu Ostroz
siklus olarak adlandirilir ve kendine 6zgu fazlara ayrilmistir: Prodstroz, 6stroz,
metdstroz ve didstroz. Vajinal sitolojik takiplerle bu siklus takip edilebilir. Siklus
suresinin  kisa olmasi bu hayvanlarin reproduktif olaylarin incelenmesinde
kullaniimasina neden olmustur. Bakimlarinin nisbeten kolay olmasi, dayanikli
olmalari, anatomilerinin basit, yasam dongulerinin anlasiimis olmasi bu laboratuar
hayvanlarini tam birer yardimci haline getirmistir. Ostroz siklus ortalama dort giin
surer ve vajinal smear yapilarak Epitelial hicreler, kornifiye hicreler ve l6kositlerin
birbirine oranina bakilarak hangi asamada oldugu kolaylikla anlasilabilir. Vajinal
sekresyonlar 10puL serum fizyolojik iceren plastik pipetin rat vajenine yerlestirilerek
sivinin once iceriye enjekte edilmesi sonra geri alinmasi yoluyla elde edilebilir.
Nemlendirilmis pamuk uclu swab yardimiyla da vajinal érnek alinabilir. Bir baska ve
bu calismada kullanilan yontem klasik smear cubuklari ile vajinal materyal
alinmasidir. Alinan sudruntiler cam lama yayilarak %95’lik alkol ile fikse edildikten
sonra Giemsa&Wright boyamasi yapilarak 1sik mikroskobu altinda incelenir. Yuvarlak
ve cekirdekli epitelial hicreler, duzensiz cekirdeksiz kornifiye hicreler ve kiguk
|okositler ayirt edilir. 3-12 saatlik Prodstroz fazi c¢ekirdekli epitelial hiicre hakimiyeti
gOsterirken Ostroz fazinda ¢ekirdeksiz kornifiye hiicreler vardir ve ortalama 12 saat
surer. Metostroz 21 saat kadar sirer ve smearde cekirdekli epitelial hicreler,
kornifiye hicreler ve l6kositler hemen hemen esit orandadir. Didstroz bol miktarda
|I0kosit arasinda epitel hicreleri gorulen 57 saatlik en uzun fazdir. Ovulasyon
prodstroz ile 6stroz fazinin sonu arasinda gergeklesir. Gebelikleri 21-23 glin surer ve
embriyo implantasyonu besinci giinde gerceklesir Sicanlarda appozisyon, adezyon
ve invajinasyonun alti saatte gerceklestigi hizli bir eksantrik implantasyon meydana
gelir. Zona pellucida kaybindan sonra uterus limeni blastosist Uzerine kapanir ve
apozisyon olugur Blastosist endometriumun anti-mesometriyal tarafina baglanir ve ig
hiicre kitlesi mesometrial tarafa bakar. Blastosist ile temasta olan epitelial tabaka
blastosistin politen hicreleri tarafindan fagosite edilir ve epitelial penetrasyon basglar.
Trofoblastik hiicreler uterin ylzey basal laminadan penetre olurlar. Olusan desidual
alan blastosist icin cep olusturacak sekilde invajine olur. Primer desidual alanin
diferansiyasyon ve degredasyonu trofoblasti maternal kan akimi ile iliskiye sokarak

plasentayi olusturur ve konsepsiyon materyalinin blyimesine olanak saglar
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3. DENEYSEL GEREC VE YONTEM

Calismada kullanilan histokimyasal ve immunohistokimyasal boyama igin
gerekli kimyasal malzemeler ve sarf malzemeleri Celal Bayar Universitesi Bilimsel

Aragtirma Fonu tarafindan 2005-066 nolu proje ile desteklenmistir.

Calismamizda Celal Bayar Universitesi, Tip Fakiltesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarinda yetistirilen seksiel olgunluga erismis, daha 6nce ciftlesmemis ve
deneye girmemis, agirliklari 250-300 gr arasinda degisen otuz adet Wistar albino disi
sican kullanildi. Sicanlar 25 °C oda Isisinda, 12 saat karanlk ve 12 saat aydinlk
donemler seklinde ayarlanmis ortamda serbest su ve gida saglanarak; stres ve
gurultiden izole bir gekilde calismaya alindilar. Siganlarin menstriel siklus
donemleri vajinal smear yontemiyle belirlendi ve gebe olmadiklari bilinen ratlar (g

siklus boyunca takip edilerek normal olduklari tespit edildi.

Sigcanlar rastgele secildi. Siganlara saat 15:00 civarinda vajinal smear yapildi. Smear
hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. Ostroz durumlari belirlendi. Ostroz da olan
disi sicanlar bir gece uygun sartlarda kafeste cifttesmeye birakildilar. Ertesi gin
servikal surtintide sperm tespit yontemi ile gebe olarak kabul edilen hayvanlar ayri
kafeslere alindi. Ayri kafeslere alindiklari gtin embriyonik giin E:O olarak kabul edildi.
Embriyonik 4., 5., ve 6. gunlerde siganlar sakrifiye edildiler. 4. giinde sakrifiye edilen
sicanlar 4. guin sicanlar olarak tanimlandi. 5. glinde sakrifiye edilen sicanlar 5. giin
sicanlar olarak tanimlandi.6. giunde sakrifiye edilen sicanlar ise 6. giun sicanlar
olarak tanimlanip siniflandinlidi. Sakrifiye edilen siganlarin implantasyon bolgeleri
makroskopik olarak belirlendikten sonra uterus piyesleri %10 formol solusyonuna
konarak 24-48 saat bekletildiler.
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ISIK MIKROSKOBIK GEREC VE YONTEMI
Parafin Takibi

1-Fiksasyon: % 10 formalin 24-48 saat
2-Akarsuda yikama 12-16 saat
3- %60 etil alkol 30 dk

4- %70 etil alkol 30 dk

5- %80 etil alkol 30 dk

6- %95 etil alkol 30 dk

7- %100 etil alkol I'de 1 saat

8- %100 etil alkol II'de 1 saat

9- Ksilen-alkol'de 30 dk

10- Ksilen I’ de 45 dk

11- Ksilen II'de 45 dk

12- Ksilen-parafinde 30 dk

13- 60°C’lik etiivde erimis parafinde 1 saat

14- Parafin I'de 1 saat

15- Parafin I'de 1 saat bekletildiler

Etivden cikarilan parcalar parafine gomulerek bloklandi. Isik mikroskobunda
incelemek Uzere hazirlanan parafin bloklardan 5 mikronluk seri kesitler alindi.
Preparatlarin ilk bdlimine histokimyasal yontemlerle Hematoksilen-Eosin (
Surgipath) ile boyandi. Seri kesitlerin digerlerine ise immunohistokimya boyamasi

yapildi.

Histokimyasal boyama icin ayrilan preparatlar 60 °C’lik etiivde 1 gece deparafinize
edildi.

Hematoksilen-Eozin Boyasi

1-Ksilen | 30dk
2-Ksilen I 30dk
3-% 95 alkol 2dk
4-%80 alkol 2dk
5-%70 alkol 2dk
6-%60 alkol 2dk
7-Akar su 5dk
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8-Hematoksilen 3dk

9-Akarsu 5dk
10-Asit-alkol 1sn
11-Akarsu 2dk
12-Eozin 4dk
13- %80 alkol 2dk
14-%95 alkol 2dk
15-Ksilen 30-60dk

16-Entellan ile kapama

INDIREKT iIMMUNOHISTOKIMYA YONTEMI
Kullanilan Malzemeler:
Ksilen
Alkol
PBS (Fosfat Tampon Solusyonu)
Sitrat Tamponu (50 ml Sitrat + 450 ml Distile su)
Pap-pen (Beckman Coulter Kat No: IM3580 Fransa)
%3 Hidrojen Peroksidaz (DBS Kat No: K033 Pleasanton-CA)
Bloking solisyonu (Zymed Kat N0:85-9043 USA)
Primer Antikor JAK1(sc-1677,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor JAK2 (sc-294,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor JAK3 (sc-6932,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor STAT2 (sc-476,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor STAT3 (sc-8019,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor STAT4 (ab-7967, Abcam, UK)
Primer Antikor STAT5 (sc-836,Santa Cruz Biotechnolog, Ca USA)
Primer Antikor STAT6 (ab-15526, Abcam, UK)
Sekonder Antikor Kit (Zymed Histostain- Plus Broad Spectrum Kat No:85-9943 South
San Francisco)
DAB (Kat. No: 1718096 Roche indianapolis USA)
Mayers Hematoksilen (JTBaker Kat No:2810 Holland)
Entellan (Surgipath Kat No: 16125 USA)
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Boyama Yontemi
immuinohistokimyasal yontemle boyanacak preparatlar 60°C’lik etiivde 1 gece

bekletilip deparafinizasyon yapildiktan sonra boyama baslatildi.

1-Ksilen 30dk

2-Ksilen 30dk

3-% 95 alkol 2dk

4-%80 alkol 2dk

5-%70 alkol 2dk

6-%60 alkol 2dk

7-Kesitler sitrat tampon icinde mikrodalga firinda 600V 6 dakika kaynatildi.
8-Distile su 5dk

9-Distile sudan alinan kesitlerin doku etrafindaki su silinip, Dakopenle ¢evresine daire
cizildi. Bu islem dokularin kurumasini engellemek ve uygulanacak maddelerin lam
uzerinde dagiimasini engellemek amaciyla yapildi. Uzerine PBS damlatildi.
10-PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

11-%3’luk Hidrojen Peroksidaz’'da 5 dakika tutuldu.

12-PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

13-Bloking soltisyonu damlatildi, 1saat bekletildi.

14-Dokulara Primer Antikor damlatildi 1 saat bekletildi. (Bizim ¢alismamizda primer
olarak JAK1, JAK2, JAKS3, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5, STAT6 kullanildi)
15-PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dKk).

16-Biyotinlenmis sekonder antikor uygulandi. 30dk

17- PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dk).

18-Enzimle isaretli (peroksidaz) avidin-biyotin kompleksi (streptavidin) 30 dk
uygulandi.

19-PBS’le yikama gerceklestirildi (3x5 dKk).

20-DAB boyamasi yapildi 3 dk.

21-Distile su ile yikandi.

22-Mayers hematoksilen ile zit boyama. 1-2 dk.

23-Distile su ile yikandi

24-%80 etil alkol 2 dk.

25-%90 etil alkol 2 dk.
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26-Ksilen 30 dk.

27-Entellan ile kapatildi.

immiinohistokimyasal yontemle boyanan preparatlar, boyanma derecelerine gore
kuvvetli (+++), orta (++) ve zayif (+), belirsiz-varyok () diye tanimlandi. Preparatlar

IStk mikroskobu ile iki histolog tarafindan degerlendirildi.
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4. BULGULAR
4.1 Histokimyasal Bulgular

Gebeligin 4. gininde uterus

En icte endometriyum ortada miyometriyum ve organi distan saran
perimetriyum tabakalari olmak lzere 3 ayri tabaka tespit edildi. Limen epiteli basit
prizmatik epitel hicreleri, bazi hicrelerinde silia iceren, tek kath bir tabaka olarak
goOzlendi. Epitelin altinda bag dokusu ile birbirlerinden ayrilmis uterus bezleri ile
daginik halde bulunan stromal hicreler ve immun kompetent hicreler gozlendi.
Miyometriyum tabakasinda diz kas hucreleri ayirt edildi. En dista da perimetriyum
bulunmakta idi. Mezometriyal tarafta ilk desidual reaksiyon (sinirli kiigiik bir alanda)
ve GMG hiucreleri gozlendi (Resim 1,2).

Gebeligin 5. guininde uterus

Uterusun 3 tabakasi ayirt edildi. Gebelige hazirhk agamasi olarak
nitelenebilecek 5. guin uterusunda primer desidual alan ve sekonder desidual alanlar
ayirt edildi. Primer desidual alan limen epitelinin hemen altinda gozlendi. Bu
alanlarla birlikte uterusta stromal hticreler ve bunlarin aralarinda immunkompetant

hiicreler gbzlendi (Resim 3,4).

Gebeligin 6. giininde uterus

Desidual hucrelerin prolifere oldugu ve hacimce buyudigu tespit edildi. Bu
hicrelerin uterus limenini kusattigi gozlendi. Embriyonun antimezometriyal tarafa
yonlenerek implantasyonunu gerceklestirdigi belirlendi. implantasyon alaninda ki
stromal hiicrelerin prolifere oldugu genigleyerek polihedral sekiller aldigi ve desidual
hicrelere donustigu gozlemlendi. Embriyonun géomuilmus oldudu desidual yatagin
embriyoya komsu olan primer desidual zon ve miyometriyuma komsu olan sekonder
zon olmak tzere iki kisma ayrildig1 gozlendi. Embriyonun yerlesmis oldugu boslugun
yolk kesesi kavitesi (vitellus boslugu) oldugu tanimlandi. Embriyoyu en distan primer
embriyonik endoderm hicrelerinin pariyetal tabakasinin sardi§i icten ise primer
embriyonik endoderm hucrelerinin visseral tabakasinin kapladigi gozlendi. Her iki

hiicre grubu arasinda bulunan reichert's membrani ise secilemedi.(Resim5,6)
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4.2 immunohistokimyasal Bulgular

implantasyonda rol oynagini diisiindiigiimiiz molekiiller gebelik giinlerine gére
farkli siddetlerde immunreaktivite gostermiglerdir.

JAK1

Gebeligin 4. guninde JAK1 antikoru ile indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sican uteruslarinda, uterus limen epitelinde ve subepiteliyal
alanda immunoreaktivite belirlenemedi. Antimezometrial tarafta subepitelial alanda
stromal hiicrelerde boyanma gdzlenmez iken bu bolgede immunokompotent hiicreleri
ile miyometriyuma yakin stromal alandaki immunokompotent hiicrelerde boyanma (+)
gozlendi. Mezometriyal tarafta subepiteliyal alanda ve miyometriyumda boyanma
gOzlenmedi.( Resim7,8)

Gebeligin 5. gininde JAK1 antikoruyla indirek immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sican uteruslarinda, uterus limen epitelinde ve bez epitelinde
boyanma go6zlenmedi. Antimezometriyal alanda subepiteliyal stromal hiicrelerde (+)
immunreaktivite gozlendi. Miyometriyuma yakin bolge stromal hicrelerde sitoplazmik
(+) boyanma tespit edildi. Bu bdlgede stroma icine dagiimis imminokomponent
hiicrelerde de (+) boyanma go6zlendi. Mezometriyal tarafta subepiteliyal alanda ve
miyometriyumda boyanma gézlenmedi. (Resim 9,10)

Gebeligin 6. gununde JAK1 antikoru ile indirekt immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sican uteruslarinda, embriyonun yerlestigi alanda desidual
hiicrelerin arasinda sitoplazmik zayif boyanma goézlendi. Metriyal tarafta epiteliyal ve

subepiteliyal boyanma gézlenmedi.( Resim 11,12)

JAK2:

Gebeligin 4. gunundeki uterus kesitlerinin JAK2 monoklonal antikoru ile
indirekt imminohistokimyasal tekniklerle boyamasinda Iimen epitelinde (++)
immunreaktivite gozlendi. Antimezometriyal alanda subepiteliyal bdlgede stromal
hicrelerde boyanma (++) gozlendi, yine bu bdlgede stromal bezlerde de boyanma
(++) gozlendi. Stromada bulunan imminokompetant hiicrelerde kuvvetli boyanma
gozlendi. Antimezometriyal subepiteliyal alan ile miyometriyumda boyanma
izlenmedi.( Resim 13,14)

Gebeligin 5. gunundeki uterus kesitlerinin JAK2 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal tekniklerle boyamasinda; uterus limen epitelinde (+++)

immunreaktivite gozlendi. Antimezometriyal alanda subepitelde zayif (+) boyanan
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hiicreler gézlendi. Bu bolgedeki stromal hucrelerin sitoplazmik uzantilarindan cok
nikleer boyanmasi dikkat cekti. Stromal alanda yerlesik bezlerde (+++) boyanma
goOzlendi. Subepiteliyal alan ve miyometriyuma yakin stromal alanlarda (+) boyanma
gosteren immunkompotent hicreler goézlendi. Mezometriyal alanda subepiteliyal
boyanma gdzlenmedi. Miyometriyumda (+) boyanma go6zlendi.(Resim15,16)
Gebeligin 6. gunundeki uterus kesitlerinin JAK2 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal tekniklerle boyamasinda mezometriyal alan epiteli,
subepitelinde boyanma gézlenmedi. Embriyonun implante oldugu desidualize olmus
alanda kuvvetli (+++) immunoreaktivite go6zlendi. Miyometriyumda ise boyanma

gozlenmedi.(Resim 17,18)

JAK3

Gebeligin 4. gunundeki uterus kesitlerinin JAK3 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal tekniklerle boyamasinda, limen epiteli ve bezlerde
boyanma gozlenmedi. Antimezometriyal subepiteliyal alan ve stromal dokuda belirsiz
() boyanma gozlendi. Stromada immunokompotentler hiicrelerde boyanma zayif (+)
olarak degerlendirildi. Kas tabakasi ve mezometriyal alan subepitelinde de boyanma
gozlenmedi.(Resim 19,20)

Gebeligin 5. gunundeki uterus kesitlerinin JAK3 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal tekniklerle boyamasinda uterus Iimen epitelinde
immunreaktiviteye rastlanmadi. Antimezometriyal bolge subepiteliyal alanda stromal
alandaki hucrelerin sitoplazmik uzantilarinda ve bazi hicrelerin ¢ekirdeklerinde zayif
(+) boyanmaya rastlandi. Stromal derin alanda (miyometriyuma yakin alan) (+)
boyanma gosteren immunokompotent htcrelere rastlandi. Mezometriyal alan
stromasi ve uterusun miyometriyumda boyanma saptanamadi.(Resim 21,22)

Gebeligin 6. gunundeki uterus kesitlerinin JAK3 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal tekniklerle boyamasinda blastosistin yerlestigi yere
uygun alanda desidual hiicrelerde immunoreaktivite izlendi. Boyanma stromanin
genelinde gozlenmedi. Boyanma dairesel bir alana sinirh idi ve diger stromal
alanlardan ayirt edilebilmekteydi. Mezometriyal alanda ve miyometriyumda ise

boyanma gdzlenmedi.(Resim 23,24)
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STAT?2

Gebeligin 4. gunundeki uterus kesitlerinin STAT2 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal teknik ile incelendiginde, ylzey epitelinde (++)
boyanma go6zlendi. Antimezometriyal alanda subepiteliyal boélgede stromal
hicrelerde (+++) boyanma gozlendi. Stromadaki bezler ise zayif immunreaktivite (+)
gOzlendi. Miyometriyuma yakin bolge endomertiyal hicreler orta derecede
immunreaktivite (++) gosterdi. Mezometriyal alanda boyanma go6zlenmedi.
Miyometriyumda ise (+) boyandi.(Resim 25,26)

Gebeligin 5. gunundeki uterus kesitlerinin STAT2 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal teknik ile incelendiginde, yluzey epiteli (+) boyanma
goOzlendi. Antimezometriyal alan subepiteliyal alanda boyanma genel olarak ilk gruba
gore azalmis bulundu. Stromal alanlar ise (++) boyanmis olarak degerlendirildi.
Bezler (+) boyandi. Genel olarak stromal alanlarda immunokompetent hicreler (++)
boyanma gosterdi.(Resim 27,28)

Gebeligin 6. gunundeki uterus kesitlerinin STAT2 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal teknik ile incelendiginde desidual hicrelerde (+)
boyanma go6zlendi. Mezometriyal alanda epitelde belirsiz boyanma gozlenirken kas

tabakasinda boyanma goézlenemedi. (Resim 29,30)

STAT3

Gebeligin 4. gunundeki uterus kesitlerinin STAT3 monoklonol antikoru ile
indirekt immuanohistokimyasal teknik ile incelendiginde, ylzey epiteli, endometriyal
bezlerde boyanma go0zlenemedi. Antimezometriyal alandaki subepiteliyal alanda
stromal hicrelerde boyanma zayif (+) degerlendirildi. Stromada immuinkompetant
hiicrelere rastlandi. Miyometriyum ile mezometriyal alanda kismi boyanma tespit
edildi. (Resim 31,32)

Gebeligin 5. gunundeki uterus kesitlerinin STAT3 monoklonol antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal teknik ile incelendiginde, uterus ylzey epitelinde
boyanmaya rastlanmadi. Subepiteliyal tarafta stromal hicrelerde (+) boyanma tespit
edildi. Stromal hicreler arasinda yerlesik bulunan imminokompotent hicrelerde
boyanma (++) olarak degerlendirildi. YlUzey epitelin hemen altindaki alanlarda
immunreaktiviteye rastlanamadi. Miyometriyum dokusunda zayif immunreaktiviteye
rastlandi. (Resim 33,34)
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Gebeligin 6. guntndeki uterus kesitlerinin STAT3 monoklonal antikoru ile
indirekt immunohistokimyasal teknik ile incelendiginde, kayda deger tek nokta
embriyonun implantasyon alani ile uyumlu bolgede desidual hucrelerde boyanma

saptanmasi idi. (Resim 35,36)

STAT4

Gebeligin 4. gundne ait uterus kesitlerinin  STAT4 monoklonal antikoru
kullanilarak, indirekt immunohistokimyasal yontemlerle boyanan preparatlar
incelendiginde; uterus yluzey epitelinde boyanmaya rastlanmadi. Mezometriyal ve
antimezometriyal tarafta bulunan subepiteliyal stromal hicrelerde belirsiz (%)
boyanma gozlendi. Stromada bulunan bez yapilarinin immunreaktivite gostermedigi
tespit edildi. Stromal alanda bulunan immunokompetant hicrelerde (+)
immunreaktiviteye rastlandi ancak bu imminreaktiviteyi godsteren hiicre sayisi
oldukca azdi. Myomertiyumda belirsiz () boyanma goézlendi. (Resim 37,38)

Gebeligin 5. gunine ait uterus kesitlerinin  STAT4 monoklonal antikoru
kullanilarak indirekt immunohistokimyasal yodntemlerle boyanan preparatlar
incelendiginde; uterus ylzey epitelinde boyanmaya rastlanmadi. Mezometriyal ve
antimezometriyal tarafta bulunan subepiteliyal stromal hicrelerde belirsiz (%)
boyanma gozlendi. Stromada bulunan bez yapilarinin immunreaktivite gostermedigi
tespit edildi. Stromal alanda bulunan imminokompetant hicrelerde +
immunreaktiviteye rastlandi ancak bu imminreaktiviteyi gosteren hiicre sayisi
oldukca azdi. Miyometriyumda boyanmaya rastlanamadi. (Resim 39,40)

Gebeligin 6. gunidne ait uterus kesitlerinin  STAT4 monoklonal antikoru
kullanilarak, indirekt immunohistokimyasal yontemlerle boyanan preparatlar
incelendiginde; sadece blastosistin implante oldugu alanla uyumlu desidual

hicrelerin kiicuk bir kisminda zayif (+) boyanma saptandi. (Resim 41,42)

STATS

Gebeligin 4. guninde STAT5 antikoru ile indirekt immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmis sican uteruslarinda, uterus lumen epitelinde zayif (+)
immunreaktivite belirlendi. Antimezometriyal tarafta subepiteliyal alanda orta
derecede (++) boyanma gozlendi. Endometriyum bezlerinde de zayif (+)

immunreaktivite go6zlendi. Stromada daginik halde bulunan immuinkompotent
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hiicreler de (++) boyanma tespit edildi. Mezometriyal tarafta () boyanma gézlenirken
miyometriyumda boyanma gozlenmedi.(Resim 43,44)

Gebeligin 5. guninde STAT5 antikoru ile indirekt immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmig sican uteruslarinda, uterus ylzey epitelinde (+) boyanma
gozlendi. Antimezometriyal subepiteliyal alanda orta derecede (++) boyanma
gozlendi. Endometriyum bezlerinde de (++) immunreaktivite go6zlendi. Stromada
daginik halde bulunan immiinkompotent hucrelerde (++) boyanma tespit edildi.
Mezometriyal tarafta zayif (+) boyanma gozlenirken miyometriyumda boyanma
gozlenmedi. (Resim 45,46)

Gebeligin 6. gununde STAT5 antikoru ile indirekt immunohistokimyasal
yontemlerle boyanmig sigan uteruslarinda sadece blastosistin implante oldugu alanla
uyumlu desidual hiicrelerde (+) boyanma saptandi.(Resim 47,48)

STAT6

Gebeligin 4. gunune ait uterus kesitleri STAT6 antikoru ile immunhistokimya
boyanmasi degerlendirildiginde, liumen epitelinde, stromal hicrelerde, bezlerde
boyanmaya rastlanmadi.(Resim 49,50)

Gebeligin 5. ginune ait uterus kesitleri STAT6 antikoru ile immunhistokimya
boyanmasi degerlendirildiginde, Iimen epitelinde belirsiz () immunreaktivite
goOzlendi. Endometriyal stromal hicrelerde (+) boyanma tespit edildi. Bezler de ise
belirsiz  (¥) immunreaktivite tespit edildi. Stromal alanda (+) boyanan
immunkomponent hicrelerin sayisinin az oldugu da tespit edildi. Mezometriyal
tarafta subepiteliyal alanda ve miyometriyumun genelinde zayif immunreaktivite
goruldi.(Resim 51,52)

Gebeligin 6. gunine ait uterus Kkesitleri STAT6 antikoru ile indirekt
immunohistokimyasal olarak boyandiginda sadece implantasyon alani ile uyumlu

bdlgelerde lokal zayif bir boyanma gézlendi.(Resim 53,54)

Tdm bulgular tabloda 6zetlenmistir. (Tablo 4)
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Tablo 4 JAK/STAT Yolaginin implantasyon Giinlerine Goére Dagilimi

Antikor | Glnler Ylzey Bez | Antimezometriyal | Immunkompetant | Miyometriyum | Mezometriyal
Epiteli Alan Hicre Alan
4.Gln - - - + - -
JAK1 | 5.Gun - - + + - -
6.Gun | Desidual alan  hicrelerinde +
4.Gln ++ + + +++ - -
JAK?2 5.GlUn +++ +++ + + + -
6.Gun | Desidual alan  htcrelerinde +++
4.Gun - - + + - -
JAK3 | 5.Gun - - + + - -
6.Gun | Desidual alan dairesel +
4.GUn ++ + +++ ++ + -
STAT2 | 5.Giin + > ++ ++ - -
6.Gun | Desidual alan  hicrelerinde +
4.Giin - - + + + +
STAT3 | 5.Giin - - + ++ + -
6.Gun | Desidual alan  hicrelerinde +
4.Gin - - + + * *
STAT4 | 5.Giin - - + + - +
6.Gun | Desidual alan  hicrelerinde +
4.Giin + + ++ ++ - +
STATS5 | 5.Gun + ++ ++ ++ - +
6.Gun | Desidual alan  hicrelerinde +
4.Gin - - - - - -
STAT6 | 5.Giin + + + + + +
6.Gin | Desidual alan  hucrelerinde +
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5. TARTISMA

JAK1

Gebeligin 4. gininde JAK1 monoklonal antikoru ile indirek
immunohistokimyasal yontemlerle boyanmis sican uteruslarin incelenmesinde
sadece immunkompetant hicrelerde immun boyanma go6zlenirken, 5. gininde
immunkompotent hicrelerin yanisira, endometriyumun stromal htcrelerinde de
boyanma tespit edildi. Bu boyanmanin 6. ginde desidual hiicrelerde lokalize olmasi
implantasyon doneminde ortaya cikan sitokinlerin JAKZ1'i kullandiklarinin bir
gOstergesi olarak degerlendirildi. Bu calismada JAK1'in boyanma Ozellikleri ile
JAK3'Un boyanma 0zellikleri blyuk benzerlikler géstermektedir. Her iki molekuilinde
gama c ailesi tarafindan uyarilmasi nedeni ile, bu aileye ait sitokinlerin (IL-2, IL-4, IL-
7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-21) cevap olusturmasinda hem JAK1'in hem de JAK3'Un
beraber fonksiyon gosterdikleri ileri surtlebilir. Benzer boyanma 6zellikleri nedeni ile
her iki JAK grubunu uyaran ortak sitokinler ile ilgili tartisma, JAK3 béluminde
yapiimistir. Bu bdlumde ise, JAK1 immunoreaktivitesinin 4. ginde, JAK3
immunoreaktivitesinden daha belirgin boyanma 6zelligi gostermesi nedeni 4. giinde
ait degisikliklerin farkh nedenleri tartigiimigtir. Bu immunreaktivitedeki farkllik,
JAKT'in, JAK3 ile ortak oldugu grubun disinda kalan sitokinler tarafindan
uyarildiginin bir belirtisi olarak degerlendirilebilir. JAK1'in JAK3 den farkli olarak
gp130 ve IFN ailesine bagh sitokinler tarafindan uyarilabilmektedir. Gp 130 ailesini
IL-6, IL-11, IL-12, OSM, IL-23 ve LIF; IFN ailesi ise IFN Tip I, Tip Il ve IL-10
olusturmaktadir.

Bu calismada da 4. gunden itibaren JAK1 immunoreaktivitesinin varligi
implantasyona hazirlik donemine ait sitokinlerin JAK1 yolagini kullanarak fonksiyon
gosterdigini disundurdi. IL-6 ve LIF, Gp 130 ailesinin tyelerinden olup, ¢ok sayida
farkh aktivitede rol oynamaktadir. IL-6 ve LIFin embriyogenezis sirasinda
morfogenezis ve inflamasyonda rol oynadigi bildirilmigtir (207). Bu bilgi, calismadaki
4. gunde artmig JAK1 immunoreaktivitesini destekleyen bir kanit olarak
degerlendirildi. Endometriumda implantasyona hazirhk déneminde gerekli hafif
inflamasyon ve bazi hicrelerde go6zlenen morfogenezisten JAK1'in  sorumlu

olabilecedi sdylenebilir. LIF ve IL-6 ayrica karaciger, kalp, immun sistem,
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hematopoetik sistem ve sinir sisteminde eksprese edilebilir, bu dokulardaki asiri
saliniminin bir takim hastaliklara (otoimmin hastalilar, septik sok ve neoplazi) neden
oldugu rapor edilmistir (208,209). implantasyon doéneminde kontrolii ve hafif bir
inflamasyon gerekmesi, bu calismadaki JAK1 immunoreaktivitesindeki gecici artisin
nedeni olabilir. Bu sitokinlerin implantasyon déneminde rol oynadiginin diger bir
kaniti da LIF eksikliginin, blastosistin implantasyonu (210,211) ve desidual reaksiyon
bozukluguna (212,213) neden olmasidir. Gpl30 ailesi bloke edildiginde
implantasyonda bozukluklar gérilmektedir ve bu tip vakalarda ulseratif gastrointestial

hastaliklar ve eklem hastaliklari da ortaya ¢ikmaktadir.

JAKZ'i aktive eden sitokinlerin bazilarinin birbirleriyle zit etkiler olusturdugu
bilinmektedir Bu etkilerin birbirlerinden bu derece farkh iken ayni molekuli
kullanmalari ilk bakista bir sorun gibi durmaktadir. Ancak yapilan calismalar
gostermistir ki her sitokin JAK1'in farkh bir bolgesine baglanarak etkisini
gOstermektedir.(214)

JAK1 immunoreaktivitesinin tim gruplarda olduk¢ca az olmasinin diger bir
nedeni Thl hicrelerinin sayisinin azaltilmasina yonelik olabilecedi dustunuldi. JAKL,
IFN ailesinden ise IFN Tip | ve Tip Il ile IL-10 sitokinleri tarafindan kullaniimaktadir.
Tip | interferonlarin MHC sinif | molekdllerinin ekspresyonunu arttirdiklari ve Thl
hicrelerinin gelisimini uyardiklari bilinmektedir. JAK1 araciligi ile reaksiyon gosteren
diger bir sitokin ise IL-10’dur. IL10 aktive makrofaj ve dentritik hicre inhibitérudir.
Ayrica IL-10 JAK1 STATS3 kullanarak IL12 ekspresyonunu saglamaktadir. I1L-12 ise
JAK2 ve STAT4 araciligi ile TH1 donisumind artirmaktadir. Bu ¢alismada JAK1 ve
STAT4 Un oldukca az boyanmasi, tanimlanan bu yolun implantasyon asamasinda
fazla aktif olamadiginin bir gostergesi olarak degerlendirildi. Gebelik olusumunda
TH1/TH2 oraninin TH2 lehine kaydigi bilinmektedir. Bu calismada JAK1 ve STAT4
un az boyanmasi IL-10’'nun daha az fonksiyon gosterdigi ve dolayisi ile IL-12'nin
fazla eksprese edilmedigi soylenebilir. Sonug¢ olarak, gebelikteki TH1 azalmasina
JAK1 azalmasinin katkisinin oldugunu séylemek yanlis olmayacaktir. Daha 6nce
yapilan calismalarda JAK1 eksik fareler perinatal donemde 6lime neden oldugu
rapor edilmigtir. Bu eksikligin lenfoid hicre gelisimini bozmasi sonucu oldugu

dusinulmektedir.
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JAK?2

JAK2 eksikligi olan farelerde embriyonik 6lim meydana geldigini bilinmektedir.
Bu calismada preimplantasyon doneminde goOzlenen JAK2 immunoreaktivitesinin
kuvvetli boyanmalarin yaygin olarak gozlenmesi, implantasyon agsamasinda JAK2'nin
cesitli sitokinlerin fonksiyonlarinda kullanildigini disundirmektedir. 5. ginde ise
artan boyanma 06zelligi JAK2'nin embriyo icin de gerekli oldugunun bir belirtisi olarak
degerlendirildi. JAK2 eksik olan farelerdeki 6lim nedeninin hematopoetik faktorlere
(eritropoetin, trombopoietin, IL-3, IL-5) kargi yanitsizlik oldugu gosterilmistir(215).
Hematopoetik faktorlerden eritropoetinin bobrekler disinda baska organlarda da
sentezlenmekte ve JAK2 - STAT5 yolu ile fonksiyon gdsterdigi bildirilmistir. Disi
Ureme sisteminde eritropoetin’in serviks endometrium ve overler de eksprese edildigi
immunohistokimyasal analiz ile gOsterilmistir.  Eritropoetin  reseptorlerinin
endometriyum yilzey epitelinde, bezlerinde ve damarlarinda bulundugu bildirilmigtir.
Eritropoetinin mitotik aktiviteleri dizelttigi ve anjiogenezisde rol oynadigi rapor
edilmistir.(216) Bu calismada 4., 5. ve 6. gunlerde JAK2'nin yaygin olmasi bu
bolgedeki artmig mitotik aktivite ve anjiogenezisi indikleyen eritropoetin
sekresyonuna da bagh olabilir. JAK2 immunoreaktivitesindeki faklihk ise
eritropoetinin  siklik degisikliklerde fonksiyon gdstermesinin bir belirtisi olarak
degerlendirilebilir (217). JAK2 diger hematopoetik sitokinler tarafindan da
kullaniimaktadir. 1L-3 multi-CSF (koloni stimule faktor) olarak bilinir ve JAK2 yolagin
kullanarak fonksiyonlarini gerceklestirdigi bilinmektedir. IL-3'Un baglica T hucreleri,
timositler, mast hicreleri, eozinofiller ve noétrofiller tarafindan eksprese edilmektedir.
Temel etkisi miyeloid hicrelerin  ve mast hicrelerinin - matirasyonu ve
farkhlasmasidir. JAK2'nin implantasyon bolgesinde gozlenmesinin bir baska nedeni
ise mast hicrelerinin implantasyon bélgesinde yaygin olarak bulunmasi olabilir. JAK2
yolagini selektif olarak kullanan diger bir sitokinde IL-5'dir. IL-5 TH2 hucrelerinden,
mast hicrelerinden, eozinofillerden ve NK hicrelerinden eksprese edilir. IL-5'in temel
fonksiyonu B hiticrelerin proliferasyonudur. Ayrica IL-5 bazofil aktivasyonu ile eozinofil
¢cogalmasi ve farklilasmasini saglayan bir sitokindir.

IL-1 uterustaki hicre proliferasyonu ve farklilasmasinda modulatoér fonksiyon

gOstererek (218) implantasyonda rol oynayan énemli bir molekuldir. Ancak hangi IL-
1'in implantasyon iglemi sirasinda hangi JAK ve STAT yolagini kullandigina ait
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herhangi bir bilgiye ulasilamamigir. Bununla beraber Lee C ve arkadaslarinin 2006
yilinda yaptiklari makrofaj kultir calismasinda, IL-1'in JAK2 STAT1,3 yolagini
kullandigr gosterilmigtir  (219). Bu calismanin sonuglarina goére implantasyon
asamasinda rol oynadidi bilinen IL-1'in JAK2 STAT1,3 yolagi kullanarak fonksiyon

gosterebilecedi ileri surtlebilir.

JAK2 immunoreaktivitesinin 6. guinde plasentanin gelisecegi antimezometriyal
tarafta fazla boyanmasi, JAK2'nin implantasyon tamamlandiktan sonrada
fonksiyonuna devam ettiginin bir belirtisi olarak degerlendirildi. Gebeligin kritik adim
ekstravilloz sitotrofoblastlarin uterus duvarina invazyonudur. Bu olayin multiple
otokrin ve parakrin faktorlerce dizenlendigi bilinmektedir. Yapilan c¢alismada
EVCT'lerin h-PGH ve reseptdrinu eksprese ettiklerini ve human plasental GH’'un
ECVT invazyonunda rol oynadigi rapor edilmistir (220). Ayni calismada h-PGH ile
muamele edilen EVCT’lerde JAK2 STATS5 sinyal yolagi aktive oldugu ve Janus kinaz

inhibitorleri EVCT invazyonu inhibe edildigi gosterilmistir.

JAKS

JAK3 immunoreaktivitesi tim gruplarda az olarak godzlendi. Ancak 5.6. gunde
boyanma 4. gune gére daha fazla oldugu dikkat cekici bulundu. JAK 3’Un immun
hicrelerin gelisimi icin gerekli oldugu bilinmesi nedeni ile hemen hemen tim
gruplardaki az boyanmada immunsipresyon lehine degerlendirildi JAK3'lGin hedefe
yonelik etki ettigi, JAK3 blokajinin ise pileotropik etkilere yol agmadan
immunsipresyon  yaptigl bilinmektedir. Bizim  calismamizda  JAK3'Un,
immunkompotent hicrelerde ve stromal huicrelerde hafif olarak boyanmasi, bu
hiicreler (izerine yapilan hafif bir immunsupresyon olarak yorumlanabilir. Uzerinde
gerceklesen mutasyonlarin X’e baglh gecen ciddi kombine immin yetmezlige (X-
SCID) yol actigi yc ailesi IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 ve IL-21’i kapsamaktadir. Bu
ailenin dyelerinden IL-15 NK gelisimi ve proliferasyonu icin esansiyeldir ve bununla
homolog etkili IL-21, B hicrelerinde olugan immunoglobulinleri duzenler. IL-15 in
aktive ettigi NK’lar implantasyon aninda ve implantasyon bélgesinde artmaktadir. Bu
hicrelerin bu alandaki pek ¢ok fonksiyonu vardir ve bunlar immunotrofizm olarak

tanimlanabilir.
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JAK3 ayrica IL-13 araciligi ile IFN y ve makrofajlari inhibe ederek bu boélgede
immuniteyi baskilayarak immunsupresyona yol agmaktadir. Yine JAK3, IL-4 Un TH2
donusturuci etkisi icin fonksiyon gostermektedir. JAK3 yc ailesinin diger tyeleri IL-2
ve IL-7 gibi sitokinlerin etkilerini gosterebilmek icin kullandidi janus kinazlardir. IL-2 T
hicreleri tarafindan salinir ve antigen spesifik hicrelerin proliferasyonundan
sorumludur, ayrica T, B hicre proliferasyonu yapar. JAK3 hemotopoetik sitokinlerden
IL-7 ve IL-9 ile aktive olabilirler IL-7 ise lenfosit gelisimi ve matur periferal lenfositlerin
homeostazi icin 6énemlidir IL-2 gibi hareket ederek matur T hicrelerinin blyimesine
etki etmektedir. IL-9 ise bazi T hucrelerin ve kemik iligi kokenli mast hicre
oncdullerinin biyumesinde rol oynar. Bu iki sitokinin implantasyon endometriyumunda

hangi fonksiyonlari tstlendigi bilinmemektedir.

Cok sayida sitokinlerin kullandigi implantasyon gibi karmasik strecteki JAK3in
immunoreaktivitesinin az bulunmasi roll, oldukca selektif bir immunsupresyon
olabilir. JAK 3 inhibisyonunun immunsupresyon 6zelliginden faydalanmak igin yeni
bir immunosupresif ilac gelistiriimesi calismalari devam etmektedir. CP-690,550
olarak isimlendirilen bu yeni ilacin JAK3'e karsi nanomolar potensi vardir ve ilac
insan olmayan primatlarda renal transplant da dahil olmak Uzere hayvan
modellerinde transplant reddini Onlemede etkili bulunmustur (221). Bu ilacin
primatlarda tek basina siklosporin A’dan daha etkili oldugu ileri sturtulmektedir. CP-
690,550 ile tedavi, muhtemelen IL-15 sinyal iletiminin inhibisyonu nedeni ile dogal

oldurtcu hicrelerde ihmli bir distse yol actigr dustunulmektedir (222).

STAT2

STAT2 interferon ailesinin tip | alt grubu ile aktive olmaktadir. Bu grup igerisinde
yer alan alfa, beta ve omega proinflamatuar molekuller olup inflamasyon olusumunda
rol oynamaktadir. STAT2'nin IFN a ve IFN B hcre i¢i transkripsiyon faktéri oldugu
bilinmektedir (185). Ancak STAT2'nin implantasyon ve gebelik sirasindaki rolii hentiz
tam olarak aciklanamamistir. Bu calismada STATZ2'nin 4.,5. ve 6.gunlerde fazla
salindiginin gézlenmesi, implantasyon uzerine etkili olabileceginin bir belirtisi olarak
degerlendirildi. Bununla beraber 4. giinde STAT2 ekspresyonu diger ginlerden daha

fazla oldugu dikkat cekici bulundu. Bu fazla boyanmanin 4. giinde ortaya c¢ikan
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inflamasyonun daha belirgin olabilece@i disunuldi. Daha énce yapilan bir calismada.
IFNa implantasyon dncesinde, 4. gun sican uterusunda, gegici olarak arttigi ve bu
nedenle bu sitokinin erken gebelik donemimde 6nemli dizenleyici olarak rol
oynayabilecegi bildirilmistir (223).

5. ginde STAT2 immunoreaktivitesinin diger gunlere goére azalmis olmasi,
STAT2'nin daha ¢ok fonksiyonunu implantasyona hazirlik doneminde goésterdigini
dustindurmektedir. Bu ¢alismada STAT2'nin 5. gunde azalmig olmasi IFN-a ve IFN-
B'nin implantasyon bdlgesinde azalmis oldugunun bir gdstergesi olarak
degerlendirilebilir. IFNa THZ1 hicrelerince salinan bir sitokindir ve implantasyon
aninda bu bolgedeki TH1 sitokinlerinde azalmaya, hiicresel immunitenin azalmasina
ve TH1/TH2 oraninin digmesine neden oldugu disunulmektedir. Daha 6nce yapilan
calismada STAT2 eksikligi olan farelerde gelisme ve buyime normal olarak
goOzlenirken, T hicrelerinin interferon a ve B’ya yanitlarindaki azalma nedeniyle viral
enfeksiyonlara yatkinliginin artigi rapor edilmistir (224). Ayrica gevis getiren
hayvanlarda implantasyonda 6nemli rol oynayan IFN tau blastosisten salgilandigi
bilinmektedir.(225) Ancak bu molekil insanlarda, farelerde gosterilememistir Peery
ve arkadaslari yapiklari calismada interferon taunun PGFjalfa salinimini azaltarak
corpus lutemu lisizden korudugu boylece progesteron Uretimini devamliligini

sagladigini rapor etmislerdir.(226).

STAT2 Tip | interferonun hiicre ici sinyal ileticisidir. immunolojik reaksiyonlarda
interferon a ve B’'nin NK hucrelerinin aktivasyonunu sagladi§i da bilinmektedir. Bu
calismada 5. ve 6. ginde gozlenen STAT2 imminoreaktivitesi, NK hucrelerinde
aktivasyonunun bir belirtisi olarak degerlendirilebilir. implantasyon déneminde
uterusta g6zlenen immuinokomponent hicrelerin buydk kisminin (%70) uNK oldugu
bilinmektedir. uNK hucrelerinin erken gebelik déneminde sayilarinin artmasi ve
gebelik sonunda sayilarinin azalmasi bu htcrelerin gebelikle yakin iligkili oldugunun
bir belirtisi olarak ileri surilmektedir. uNK hiicreleri desidua igerisinde bulunmasina
ragmen semi allojenik non-vill6z trofoblastlara reaksiyon vermemektedir. Bu uNK
Uzerindeki inhibitér reseptorler aracigi ile olmaktadir. Bu reseptorler trofoblastlar
Uzerinde bulunan MHC la ve b (HLA-C,G,E) ile baglanir, béylece uNK tzerindeki litik
aktivite inhibe edilir. uNK ({zerinde ¢cok sayida inhibitér reseptorlerde bulunmaktadir
(Ig-like Killer cell inhibitory receptor (KIR), Lectin like KIR). uNK'nin asil rolindn

immun regulasyon oldugu bildirilmistir. uNK’lar salgiladiklari sitokinler aracihigi ile
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ortaya ¢ikan T ve B immun hlicre cevaplarini diizenlerler. Ayrica timor hicrelerini ve
virus enfekte hucrelerin ortadan kaldirmasinda 6nemli rol oynamaktadir. uNK
hicreleri bu fonksiyonlarinin yani sira kan damarlari yakinina lokalize olur ve VEGF

eksprese ederek anjiogenezis olusumuna da katkida bulunmaktadir.

STAT3

STAT3 MoAb ile boyanmis preparatlarin incelenmesinde, 4. 5 gune ait
kesitlerde, antimezometriyal bdlgede supepitelyal alanda, hafif bir boyanma
izlenirken 6. giinde boyanmanin daha az olmasi dikkat cekici bulundu STAT3'Un
implantasyon doneminde eksprese edildigi ve implantasyonda 6nemli rol oynadigi
bilinmektedir. Teng ve arkadaslar yaptiklari calismada, 1-3 gunlerde ylzey ve
glandler epitelde orta derecede; 4. ve 5. giin sabahinda glandtler epitelde yiksek
duzeyde buna karslilik ylizey epitel ve subepitelyal alanda disik diizeyde; 5. giin gec
saatlerinde ise yuzey epitel ve implante blastosist yakininda fazla dizeyde; 6. gin
sabahinda yilzey epitel, blastosist cevresi ve stromal hicrelerde orta dizeyde
boyandigini rapor etmistir(227). Bizim calismamizdaki bulgular ile Teng'in bulgulari
arasinda uyumsuzluk bulunmaktadir. Bu farkhlik 16semi inhibe edici faktor (LIF)
araciligi ile aciklanabilir. LIF, STAT3'Un aracilik ettigi bir molekuldir ve LIF,
implantasyon giininde eksprese edilmekte, blastosistin uterusa tutunmasinda ve
uterusun desidualizasyonunda rol oynadigi bilinmektedir . 1992'de yapilan bir
calismada LIF geni eksik farelerde embriyo implantasyonunun gerceklesmedigi buna
karsilik LIF enjeksiyonu sonrasi desidual cevap olustugu tespit edilmigtir (228).
Farelerde yapilan bir diger calismada ise 4. ginde LIF mRNA sinin belirgin olarak
atmis oldugunu ve 3. ve 5. gunde ise oluk¢a az bulundugunu rapor etmistir (229).
LIF Uzerinden olaya bakildiginda STAT3 ekspesyonunun 4 giinde artmasi ve sonra
azalmasi beklenebilir.

Bu calismadaki STAT3 boyanmasi ile literatiirdeki boyanma farkhligi, Hao H.
ve arkadaslarinin 2006 yilinda yaptiklari bir calismada ile de aciklayabilir. Bu
calismada, interferon Tip | ailesinin etkilerini daha 6nce bildirilen STAT 1 ve 2 disinda
STAT3 un de aracilik ettigini rapor edilmistir (230). IFN tip | ailesi Gyelerinden IFN
alfanin gebeligin 4. gininde gecici olarak eksprese edildigi gosterilmistir. Bu
sonuclara gbére STAT3Un ekspresyonunun 4. ginde fazla olmasi ve daha sonra

azalmasi beklenebilir.
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STAT3’Un INF ailesinin Tip | cevabini regule ettigi de bilinmektedir. STAT3
antiviral inflamasyonlarda, dokularin asiri cevabi o6nleyerek c¢evre dokularda
olusabilecek hasardan korudugunu insan monositik hicrelerindeki  kaltar
calismasinda gosterilmistir (230). implantasyon doneminde blastosistin kolayca
uterusa gémulmesi icin de sinirli bir inflamasyona ihtiya¢c duydugu bilinmektedir. Bu
inflamasyonun sinirlandiriimasinda STAT3'Un  fonksiyon go6sterebilecegi ileri
surulebilir. STAT3'Un hem oksigenaz-1, BCL3, ve IL-1 reseptor antagonist
ekspresyonunu aktifleyerek anti inflamatuar etkiye de neden oldugu bilinmektedir.

STATS3 ayrica TH2 tarafindan eksprese edilen ve akut faz yanit faktért olan IL-
6'nin hiucre i¢ci mediatoradir (231). IL-6 plasentada immunotrofik; desiduada
immunodistrofik etkiye sahiptir. Makrofaj, fibroblast ve TH2 hucreleri tarafindan
eksprese edilen IL-6’'nin implantasyon uzerine de etkisi oldugu Makkar G ve
arkadaslarinin 2006 yilinda yaptigi calismada gosterilmistir. Bu calismada IL-6'nin

endometriumda azalmasinin implantasyon oranin digturdigu gosterilmigtir (232).

STAT3'lUn sadece uterusta fonksiyon gostermekle kalmayip ayni zamanda
embriyonun erken gelisim donemi icin gerekli oldugu bilinmektedir. STAT3 defektli
fare embriyolarin 6. embriyonik giine kadar gelisebildigi, bu embriyolarin 6.5-7.5

gunlerde hizli dejenerasyona ugradigi gosterilmigtir (233).

IL-11, STAT3 aracihgi ile fonksiyon gosteren bir sitokindir. IL-11’in gebeligin 6-9 .
gunleri arasinda desiduada salinimi pik yapmaktadir. 1L-11 sinyali , farelerde uygun
desidualizasyon ve trofoblast invazyonu igin zorunludur. IL-11 sinyalindeki eksiklik
trofoblast invazyonunda bozukluga yol acarak gebeligin sonlanmasina neden oldugu
bildirilmistir(234). 1L-11 gebeligin erken donemlerinde fonksiyon goéstermemesi
nedeni ile bu calismada 6. giine kadar olan implantasyon asamasi incelendiginden,

goOzlenen STAT3 boyanmasinin IL-11 ile iligkisinin olmadigi dusunulda.

STAT -4

Gebeligin 4. 5. gundne ait uterus kesitlerinin  STAT4 monoklonal antikoru
kullanilarak, indirekt immunohistokimyasal yontemlerle boyanan preparatlari

incelendiginde stromal alanda bulunan imminokompetant hicrelerde boyanma
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gozlendi. 6. gline ait preparatlarda ise boyanan hiicre sayisinda belirgin azalma
olurken bu hucrelerin 6zellikle implantasyon bdlgesine yerlesmis olmasi dikkat cekici
bulundu. STAT4 Un implantasyona hazirlik déneminde gb6zlenmesi, implantasyon
Uzerinde etkili olabilecegini dusundirdd. Bu ekspresyonun bazal bir salgilanma
oldugu 6 . giinde ise salgilanmanin baskilandidi ileri surilebilir. STAT4, I1L-12 ve IL-
23 Un reaksiyonlarina aracilik etmektedir. IL-12 ve 23 birlikte hareket eden ve benzer
fonksiyonlara sahip molekullerdir. IL-12 sinyalinin diger STAT lari da (STAT1,3,4,5)
uyardig! bildiriimisse de IL-12'nin neden oldugu biyolojik yanitlarin hemen hemen
hepsi STAT4 araciligi ile ortaya ¢ikmaktadir(235). IL-12 bir immunregulator sitokindir
(236). TH1 hicre differensiyasyonu ve T, NK ve diger hicrelerden IFN-y dretiminin
dretiminin 6nemli indukleyicisidir (235). Bu calismada STAT4 immunoreaktivitesinin
az olmasi TH1 olusumunun azalmasinin bir belirtisi olarak degerlendirilebilir. Daha
once yapilan calismalarda STAT4 defisit farelerde TH1 bagimh fonksiyonlarin
zayifladigi gosterilmistir.  TH1 cevabinin azalmasi sonucunda IFNy salinimi
azalmaktadir. IFNy azalmasinin TH2 gelisimi (zerine olumlu etkisi oldugu
bilinmektedir. Ayrica immunodistrofik etkisi olan IFNy, aktivitesinin dokuda ne kadar
az ise implantasyon o denli kolay olacagini bize distindirmektedir.

STAT4 yolunu kullanabilen bir diger sitokin de IFNB dir. IFNB antienflamatuar
sitokin olan IL-10 un ekspresyonunu arttirir. IL-10 ise THZ1 hdcrelerinin major
supressorudir (236). IFNB STAT1 ve 2 yi hicre i¢i sinyal iletiminde kullanmaktadir.
Calismamizin bulgularini gézden gecirdigimizde STAT4’Un implantasyon sirasinda
az bulunmasi IFN-B’'nin bu bdélgede fazla eksprese edilmedigini distindirmektedir.
Bununla birlikte implantasyon aninda bilinen TH1 hcrelerinin azalmasi fenomenin;
IL-10'nun az salinmasi ile agiklanabilmesi de mumkin gozikmemektedir. 1L-10
etkisine aracilik eden STAT3'Un de implantasyon 6ncesi ve implantasyon aninda az
boyanmasi bu disincemizi desteklemektedir.

IL-12 hicresel immunitede gorevlidir. Hedef hiicresi NK ve T hucreleridir. IL-12
nin gorevi NK aktivasyonu ve proliferasyonu ile TH1 geligimidir. Immuntrofizimden
sorumlu oldugu da dusundlmektedir. Ana kaynagi aktive mononuklear hicreler ile
dentritik hicreler olan STAT4 defisit farelerde TH1 bagimli fonksiyonlar zayiflar.
Bunlar IFNy ve NK hicre toksisitesinin zayiflatilmasidir. TH1 htcrelerce yapilan
IFNy, TH2 hcrelerini inhibe eder. STAT4 eksikligi embriyonun gelisimine olumsuz
etki etmez. TH1 gelisimini kuvvetli 6lcide azaltir. Dolayisiyla artmis enfeksiyon

riskine neden olur, bununla birlikte STAT4’Un azalmasi TH1 ler az oldugu icin
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otoimmunite riskini de azaltir. Belki de TH1 TH2 donidsumunin gebelikte ki degisimi,

bu sekilde gebelik materyalinin yagsamasina olanak vermektedir.

STATS

Gebeligin 4., 5., 6. gininde yaygin boyanma gozlenen preparatlar implantasyon
sirasinda STATS5'in 6nemli rol oynadigini dustindurdd. Daha oOnceki calismalarda
farelerde STAT5'in preimplantasyon zamaninin bagindan sonuna dek salindigi
gosterilmistir (237).

Mak ve arkadaglari 2002 yilinda yayinladigl calismalarinda , progesteronla
induklenen desidualizasyonda prolaktinin aktive oldugunu ve prolaktinin endometrial
stromal hicrelere STATS Uzerinden etki ettigini gostermiglerdir.(238)

Bir baska calismada ise desidual prolaktinin lokal olarak JAK2 STATS yolagini
aktifleyebilecegini ve up regile olan pek cok 6énemli gen ile desidual gelisim ve
plasentasyonla ilgili oldugunu gostermislerdir(239).

STAT5a ve b sub tiplere sahiptir. STAT5a ve b, transkripsiyon faktort T hicreleri
icin 6nemli rol oynar. STATS sadece TCGF'ler ( Tcell Growht Factor) ile aktive olmaz.
Bu faktorlerle beraber IL-3, IL-4, IL-5, IL-2, IL-7, IL-9, cesitli buyime faktérleri,
prolaktin, eritropoetin ile de aktive olabilirler. STAT5a defisit farelerde defektif
tubuloalveolar gelisim nedeniyle prolaktine yanitsizlik ile sit miktarinda dusus
meydana gelir. STATS5b eksik digi farelerde ise Laron cuceligi gibi buyime hormonu
reseptor defekti ile sonuclanir. Sadece STAT5a ya da STATS5b eksik ise T hicreleri
normal yapi ve fonksiyondadir. Her iki komponentte eksik ise T hicrelerinin
proliferatif yaniti zayiflamistir. STATS matur T hicrelerinin apoptozisten korunmasi
icin gereklidir. STAT5 eksikligi artmis immun defekt, lenfoid dokuda T hicre
gelisiminde gerilige, T hicrelerin apoptozise gidisinin hizlanmasina neden olur.
STATS eksikligi enfeksiyon artisina neden olur, bununla beraber otoimmunite riski de
artar.

IL-5, T hicre aktivasyonu ve eozinofilik inflamasyon arasinda baglanti saglar.
CD4+ TH2 tip hicrelerden ve aktive makrofajlardan salinir. IL-3 ise CD4+ T
hiicrelerden salinir. immatiir kemik iligi progenitor hiicrelerine etki ederek bilinen ttim
matir hicrelere gelisimi saglar. IL-3 ve IL-5 JAK2 ve sonrasinda STATS5 i kullanarak
etki etmektedirler Calismamizda JAK2'nin ve STATS5'in kuvvetli boyanmasi
implantasyon déneminde bu sistemin oldukca aktif bir sekilde kullanildigini bize

dustindurmustir. Kemik iligi progenitdr hicrelerinin hangi STAT yolagini kullandiklari
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henliz tam olarak bilinmemektedir. Bununla beraber Schmerer ve arkadaslarinin
2006 yilinda yaptiklari ¢caligmada hem embriyonik hem de erigkin eritopoezisinde
STATS5 yolagini kullandigini rapor etmiglerdir (240). Bu donemde hematopoezisin

gerceklesecek olmasi aktif olmasini beklemek zaten normaldir.

STAT 6

STAT6 ile immunohistokimyasal teknikle boyanmis  preparatlarin
incelenmesinde implantasyon zamaniyla uyumlu olarak 5. ginde hafif boyanma
izlendi. STAT6'nin implantasyon doneminde fonksiyon gdosterdiginin bir belirtisi olarak
degerlendirildi. STAT6 IL-4 tarafindan kullanilan bir sinyal ileti ve transkripsiyon
faktoradiar ve bu donemde STAT6 varligi bize bu IL-4 aktivasyonundaki artigi
dusundurdu. IL-4 farklilasmis TH2 hicreleri icin otokrin buylime faktori ve naif CD4+
yardimct T hucrelerinden TH2 hucrelerinin gelisimi icin dnemli uyaricidir. 1L-4
implantasyon aninda TH2 donusuimuanu hizlandigi, dolayl etkisi ile de (IFN gamma
nin engellenmesi ) TH1 farklilagsmasinin sinirlandirildigini dasundurdd. Bu bulgular
erken gebelik doneminde TH1/TH2 dengesindeki degisiklerle korele olarak

degerlendirildi.
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6. SONUCLAR

Bu calismada siganlarda olugturulan implantasyon modelinde, gebeligin 4.,5.
ve 6. gununde alinan uterus oOrnekleri, JAK1, JAK2 ve JAK3 ile STAT2, STATS3,
STAT4, STAT5 ve STAT6 monoklonal antikorlari ile immunohistokimyasal teknikle
boyanarak incelendi.

JAK1 immunoreaktivitesinin gebeligin 4. giininde immunkompetant hiicrelerde
5. gununde immunkompotent hicrelerin yani sira, endometriyumun stromal
hicrelerinde, 6. guninde desidual hicrelerde lokalize olmasi implantasyon
doneminde ortaya cikan sitokinlerin JAKL'i kullandiklarinin bir goéstergesi olarak

degerlendi.

4. gunden itibaren JAK1 immunoreaktivitesinin varligi implantasyona hazirlik
doneminde IL-6 ve LIF’in olusturdugu hafif inflamasyon ve bazi hiicrelerde gézlenen

morfogenezise JAKL'in aracilik ettigi dusundurdu.

JAK1 immunreaktivitesinin tim gruplarda oldukc¢a sinirl olmasinin IL-10 un
azalmasina bagl olarak TH1 hicrelerinin sayisinin azaltilmasina neden olabilecegini

dusindurdu.
JAK2 immunoraktivitesinin tim gruplarda oldukca gucli ve yaygin olarak
olmasi bu bolgedeki artmis mitotik aktivite ve anjiogenesisi indikleyen eritropoetin

sekresyonuna aracilik etmesine bagl olabilecegini disundurda.

JAK2, IL-3'e aracilik ederek, miyeloid hicrelerin ve mast hucrelerinin

matlrasyonu ve farklilasmasinda rol oynayabilecegini distndurda.

JAK2, IL-5’ e aracilik ederek B hiicrelerin proliferasyonunda rol oynayabilecegi

dusindurdu.

JAK2, IL-1'e aracilk ederek uterustaki hicre proliferasyonu ve
farklilagsmasinda modulattr etkisinde rol oynayabilecegi disunuldu.
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JAK2, hPGH'in etkisi ile ekstravilloz sitotrofoblastlarin uterus duvarina

invazyonunda rol oynayabileceg@i dusundurda.

JAK3 immunoreaktivitesinin  tim  gruplarda az olarak gb6zlenmesi

immunsupresyon lehine degerlendirildi.

JAKS3, IL-13 araciligi ile IFNy ve makrofajlari inhibe ederek bu bolgede immuniteyi

baskilanmasi fonksiyonunda rol oynayabilecegi digtndtrdu.

JAK3, IL-4 Un TH2 donustiricu etkisine aracilik ettigi dusundurda.

JAK3, IL-2 antigen spesifik hiicrelerin proliferasyonuna aracilik ederek T ve B

hiicre proliferasyonlarinda rol oynayabilecegini distundtrdu.

JAK3 hemotopoetik sitokinlerden IL-7'e lenfosit gelisimi ve matir periferal
lenfositlerin homeostazi igin; IL-9'a ise bazi T hucrelerin ve kemik iligi kokenli mast

hiicre dncllerinin buyimesinde aracilik edebilecegi distundtrdu.

STATZ2 nin 4.,5. ve 6.gunlerde yolagin diger molekullerine gore fazla salindiginin
gozlenmesi, implantasyon Uzerine etkili olabileceginin bir belirtisi olarak

degerlendirildi.
STATZ2 immunoreaktivitesinin 5. glinde diger gilinlere gore azalmig olmasi, IFNa
nin azalarak hicresel immunitenin azalmasina ve Th1/Th2 oraninin dismesine

neden olabilecegi disundurdu.

STAT2 immunreaktivitesinin, 5. ve 6. ginde gozlenmesi NK hucrelerinde

aktivasyonunun bir belirtisi olarak degerlendirildi.

STAT3 4. 5. gunlerde, LIF’in blastosistin uterusa tutunmasi ve uterusun

desidualizasyonu fonksiyonuna aracilik edebilece@i dusinaldi.
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STAT 3 Un INF ailesinin Tip | cevabini regule etme fonksiyonuna aracilik ederek
dokulardaki agiri immun cevabi Onleyerek cevre dokularda olusabilecek hasardan
korunmasinda rol oynayabileceg@i dusundurda.

STAT3 IL-6'nin plasentada immunotrofik; desiduada immunodistrofik etki

olugturmasinda aracilik edebilecegi diustndurdu.

STATS3, IL-11'in desidualizasyon ve trofoblast invazyonu fonksiyonunda rol

oynamadigdi dusundurdi.

STAT4, 4. 5. gunlerde implantasyon bélgesine yerlesmis immunokompetant
hiicrelerde boyanma go6zlenirken, 6. giine boyanan hiicre sayisinda belirgin azalma

olmasi implantasyon Uzerinde etkili olabilecegini dusundurdi.

STAT4 ekspresyonunda azalma goézlenmesi IL-12 ve IL-23 Un de dokularda
dustk duzeyde oldugunun dolayisi ile Thl olusumunun azalmasinin bir belirtisi

olarak degerlendirildi.

STAT4’Un az boyanmasinin bir diger nedeni IFNB nin az eksprese edilmesi
olabilir. IFNB nin az salinimi, IL-10 daha az exprese edilmesiyle sonuclanacaktir. IL-
10 un TH21 sitokinlerinin major sidpresord oldugu duastnilse bu bélgede Thl

supresyonunun IL-10 dan bagimsiz oldugunu séylenebilir.
STAT4'Un azalmasi IL-12 aracilik ettigi NK aktivasyonunun ve
proliferasyonunun gerceklesmemesi nedeni ile, Thl bagimh fonksiyonlarin

zayiflamasina neden olabilecegi disunuldi.

STATS5'in 4., 5. ve 6. gunlerde yaygin olarak gézlenmesi implantasyon

asamasinda 6nemli rol oynadigin bir belirtisi olarak degerlendirildi.

STATS  prolaktinin -~ endometrial stromal hucrelere  desidualizasyon

olusturmasina aracilik ettigi distundtrdu.
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STATS5, IL-5’in immatir kemik iligi progenitor hiicrelerine etki ederek bilinen

tum matir hucrelere geligsimi saglanmasina aracilik ettigi distnaldi.

STAT®6, 5. gunde hafif boyanma izlendi implantasyon déneminde c¢ok belirgin
bir rol Ustlenmedigi dusundard.
STAT6 IL-4 nin Th2 donusumdnid hizlandirmasina, dolayh etkisi ile de (IFN

gamma nin engellenmesi) aracilik ettigi distndurdu.

JAK ve STATlarin implantasyon doénemindeki profillerinin incelendigi bu
calismada, JAK ve STAT'larin uterustaki miktarlarinda ve dagilimlarinda farkhliklar
g6zlenmesi, implantasyon doneminde aktif fonksiyon gdsterdiklerinin bir belirtisi
olarak degerlendirildi. Gebeligin baslangic doneminde JAK ve STAT larin uterusun

immunolojik cevabinin diizenlenmesine 6nemli rol oynayabilecegdi sonucuna varildi.
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7 OZET

Hucre disindan gelen cok sayida sinyal bir transmembran reseptori olan
JAK’lar tarafindan alinarak, hicre icindeki STAT’lar (signal transducers and
activators of transcription) araciligi ile DNA'ya iletilir ve hedef gen uzerinde
transkripsiyonu baglatir. Cok sayida farkl molekil tarafindan kullanilan bir yolak farkli
fonksiyonlarin gerceklesmesinde o©6nemli rol oynamaktadir. Daha o©nce yapilan
calismalarda implantasyon doneminde bazi JAK ve STATlarin eksprese edildigi
tespit edilerek fonksiyonlari tanimlanmistir. Ancak bu konuda yapilan calismalar
oldukca sinirhdir. Bu calismada sicanlarda olusturulan implantasyon modelinde
JAK1, JAK2, JAK3, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5 ve STAT6 ekspresyonu
incelenerek uterusta implantasyon donemindeki JAK/STAT profilinin ¢ikarilmasi ve

muhtemel fonksiyonlarinin aragtiriimasi amaclanmistir.

MATERYAL METOD

Disi siganlar 3 gruba ayrildi. Sigcanlara saat 15:00 civarinda vajinal smear
yapildi. Smear hematoksilen eozin boyasi ile boyandi. Ostroz durumlari belirlendi.
Ostroz da olan disi sigcanlar bir gece uygun sartlarda kafeste ciftlesmeye birakildilar.
Ertesi glin servikal sUrintide sperm tespit yontemi ile gebe olarak kabul edilen
hayvanlar ayri kafeslere alindi. Ayri kafeslere alindiklari giin embriyonik gun E:0. gun
olarak kabul edildi. Embriyonik 4., 5., 6. gunlerde sicanlar sakrifiye edildiler.4. gin
sakrifiye edilen sicanlar 4. gtin olarak, 5.gun sakrifiye edilen sicanlar 5. giin olarak ve
6. gun sakrifiye edilen siganlar 6. guin olarak tanimlandi. Ve implantasyon bdlgeleri
makroskobik olarak belirlendikten sonra uterus piyesleri %10 formol solusyonuna
konarak 24-48 saat bekletildiler. Dokular rutin doku takip protokoliine uygun olarak
parafin blok haline getirildi. Bloklardan 5 mikronluk seri kesitler alindi. Bu kesitler
hematoksilen-eozin ve immunohistokimya tekniklerine gére JAK ve STAT
monoklonal antikorlari ile boyandi. Boyanan preparatlar isik mikroskobu ile
degerlendirildi.
BULGULAR

H-E ile boyanan preparatlar, gebelik gunleriyle uyumlu doku degisiklikleri
gosterdikleri gézlemlendi. immiinohistokimyasal boyamalar da JAK1'in 4. giinde
immunkompetant hicrelerde, 5. glinde stromal ve immunkompetant hiicrelerde 6.

gunde ise desidual alanda boyandigi gozlendi. JAK2'nin tim gruplarda kuvvetli
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boyandigi, 5. ginin bir 6nceki gline gore daha fazla boyandi§i tespit edildi. JAK3'Un
ise JAK1 ile benzer boyanma 6zelliginde oldugu, 5. ve 6. giin boyanmalarinin 4.
gune kiyasla artmis oldugu bulundu. STAT2 tim gruplarda kuvvetli
boyanmisti,boyanma 6zellikle 4. giin boyamasi 5 ve 6. glnlere oranla daha coktu.
STAT3'le boyanan kesitler degerlendirildiginde 4. 5 giune ait Kkesitlerde,
antimezometriyal bolgede supepitelyal alanda, hafif bir boyanma izlenirken 6. giinde
boyanmanin daha az olmasi dikkat cekici bulundu. STAT4 antikoru ile boyanan
dokularin zayif bir immunreaktivite gosterdigi bulundu. STATS ile boyanan kesitlerde
4. ve 5. glnlerde yuzey epitel, stromal hiicreler ve bezlerle birlikte immunkompetent
hicrelerde glcli immunreaktivite gozlendi, 6. ginde ise desidual hiicrelerde guclu
immunreaktivite tespit edildi. STAT6 ile boyanan kesitler incelendiginde 5. gtinde

zayIf bir boyanma gézlendi.

SONUC

JAK ve STAT'larin implantasyon doénemindeki profillerinin incelendigi bu
calismada, JAK ve STATlarin uterustaki miktarlari ve dagilimlari ginlere gore
farkhlklar gostermektedir. Ozellikle JAK2, STAT2, ve STATS'in fazla salgilanmasi bu
faktorlerin implantasyon doneminde aktif fonksiyon gosterdiklerinin bir belirtisi olarak
degerlendirildi. Buna karsilk diger faktorlerin az boyanmasi da bir takim supresif
fonksiyonlarin belirtisi olarak degerlendirildi. Sonu¢ olarak gebeligin baslangic
doneminde JAK ve STATlarin bazilari indukleyici bazilari ise baskilayici fonksiyon
gOstererek uterusun implantasyonu kolaylastirma reaksiyonlarinda o6nemli rol

oynamaktadir.
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ABSTRACT

Janus tyrosine kinases (JAKs) and signal transducers and activators of
transcription (Stats) regulate many different processes following cytokines
binding to specific cell surface receptors. Some of the JAK and STAT
expression were determinated during implantation period in previous studies.
However, which JAK and STAT is important for receptivity in human
endometrium are not known completely. In this study we aimed to establish
The JAK/STAT profile and to investigate potential functions of these.
MATERIAL METHOD

Thirty adult Female rats were separated into three groups. Vaginal smear was
carried out at 03.00 p.m and the sstrus’s period was determined. Female rats in
estrus period were left in their cage with male rats to copulate. The next day,
rats which had sperm in cervical smear was accepted as pregnant was taken
into separate cages. This day was accepted as embryonic day (ED):0.5. The
rats were sacrificed in ED: 4.5 (Group 1, 4™ day), 5.5 (Group 2, 5™" day) and 6.5
(Group 3, 6" day). The implantation sides were observed by macroscopically
and fixed in 10% formalin solution for 24-48 h. Tissues were placed into
paraffin blocks according to routine paraffin procedure. Five um serial sections
were taken from the blocks. The sections were stained with H.E. and immuno-
histochemical techniques using JAK1, JAK2 and JAKS3; STAT2, STATS3, STAT4,
STATS5 and STAT6 monoclonal antibodies. Stained sections were evaluated
under a light microscope.

RESULTS

In immunohistochemical staining; JAK1 was positive in immune competent
cells on the 4™ day, in stromal and immune competent cells on the 5™ day and
in decidual area on the 6" day. It was observed That, JAK2 was stained strong
in all groups, on the 5Th day it was stained more severe according to previous
day. JAK3's staining profile was similar to JAK1's, and it was found that their
staining were increased on The 5™ and 6 ™ days compare to 4 ™" day. STAT2
was stained as strong in all groups. Staining was increased especially on the
4™ day compare to 5™ and 6™ days. In the examining of sections stained wiTh
STAT3, it was observed mild staining on the antimezometrial region in the
subepiThelial area on The 4™ and 5™ days and minimal staining was observed
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on The 6™ day. STAT4 immunoreactivity was observed as minimal. STAT5
immunoreactivity was strong on yuzey epiThelium, stromal cells and glands
and immune competant cells on The 4 ™ and 5 ™ days. On The 6Th day
decidual cells were observed strong immunoreactivity. STAT6

immunoreactivity was minimal on The 6 " day.

CONCLUSION

In This study, profiles of JAK and STAT were research in the implantation
period and it was observed that amounts and distributions of JAK and STAT
had differences according to days in implantation. Especially, increased
secretion of JAK2, STAT2, and STAT5 had active function in implantation
period. But decreased staining of the oTher factors may have a suppressive
function. Finally, JAK and STAT's may play an important immunregulatory

function during implantation.
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9. RESIMLER
Resim H-E 4. gin

Resim 1,2: Gebeligin 4. guni uterus kesitlerinin H-E ile boyanmis preparatlarinda her (¢
tabakada ayirt edilebilmektedir. Mezometriyumda GMG(«) hicreleri ve lokalize desidual
hicreler bulunmaktadir. Limen epitelinin altinda endometriyal stromal alanda stromal
hlcreler, uterus bez yapilari ve immunkompetant hiicreler ayirt edilebilmektedir. x40, x400
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Resim 5. giin H-E

Resim 3: Gebeligin 5. guni ile uyumlu preparatlarda limen epiteli altinda primer
desidual alan gorulmektedir(ok).x40

Resim 4: Gebeligin 5. gind ile uyumlu preparatlarda stromal alanda desidualize
olmaya baslayan hucreler ve immunkompetant hicrelerinin( ok) sayica arttigi
gorulmektedir.x400
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Resim 6. giin H-E

Resim 5: Uterusda primer desidual(PD) alan, sekonder desidual(SD) alan ve
implante olan embriyo goriinmektedir.x40

Resim 6: Embriyonun yolk kesesi kavitesine yerlestigi, embriyoyu en distan saran
primer embriyonik endoderm(PE) hiicrelerinin pariyetal tabakasi, trofoblasti olusturan
trofoektoderm tabakasi(TE) ve ektoplasental koni (EK) gozlenmektedir. x400
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RESIM IHC JAK1 4. GUN

Resim 7: 4. gun uterus kesitlerininde liumen epiteli, stroma ve miyometriumda
boyanma gozlenmedi. X40

Resim 8: 4.gin boyamasinda (+) immunreaktivite godsteren immunkompetant
hiicreler gorilmektedir.(ok) x400
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RESIM IHC JAK1 5.

Resim 9: 5. guin uterus kesitlerinde epitel ve subepiteliyal alanda (+) immunreaktivite
saptanmadi. X40
Resim 10: Stromal hiicrelerde (+) boyanma gozlendi.x400




RESIM IHC JAK1 6. GUN

Resim11,12: 6. guin desidual alanda oldukga zayif bir boyanma godzlendi x40 ve x200
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RESIM IHC JAK2 4. GUN

Resim 13: 4. guin uterus kesitinde limen epiteli orta , endometriyal stromal hticreler
ve bezlerde zayif, immunkompetant hicrelerde ise kuvvetli (+++) JAK2 boyanmasi
g0Ozlendi. x40

Resim 14: 4. gun uterus kesitinde JAK2 ile (++) boyanan limen epiteli ve zayif
immunreaktivite gosteren stromal hticreler gorulmektedir. x400
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RESIM IHC JAK2 5’.'GUN

¥

Resim 15: Gebeligin 5. giiniinde JAK2 boyanmasinda limen epiteli (+++) boyanmis,
primer desidual alan boyanmamis, sekonder desidual alan ise (++) boyanmis
g6zlendi. X40

Resim 16: 5. gun uterus kesitlerinin boyanmasinda limen epiteli ve sekonder
desidual alanda bez ve stromal hicrelerde kuvvetli immunreaktivite
g6zlenmektedir.x400
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RESIM IHC JAK2 6. GUN

»

Resim 17: 6. gun uterus kesitlerinin JAK2 ile boyanmasinda, implante olmus
blastosist gozlendi. Desidual olanda kuvvetli boyanma izlendi.x40

Resim 18: 6 gin uterus boyanmasinda embriyoda ve desidual alanda +++ boyanma
dikkat ¢ekici olarak degerlendirildi.x400
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RESIM IHC JAK3 4. giin

o . X ] - ‘\ " . ._‘;'."‘ 4
Resim 19: 4. gun lumen epiteli stromal hiicreler ve bezlerde boyanma gozlenmedi.
Sadece immunkompetant hiicrelerde (+) boyanma saptandi(ok).x40

Resim 20: 4. gin immunkompetent hicrelerin (+) boyandigi gézlenmekte x400
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RESIM IHC JAK3 5. glin

Resim 21: 5. gin |Umen epltellnde boyanma gozlenemed| Endometriyal stromal
hiicreler ve immunkompetent hiicrelerde (+) boyanma gézlendi x40
Resim 22: 5. gun lumen epiteli boyanmamis iken immunkompetant ve endometriyal
stromal hicrelerde (+) boyanma gozlenmektedir. x400

79



RESIM IHC JAK3 6. giin

_fﬁ' T X ’; LA *“‘ F - :
Resim 23: 6. gun uterus kesitlerinde desidual alanda sinirli bir immunreaktivite
gozlendi. implantasyon bélgesine yakin desidual hiicreler ilgi cekici olarak
g06zlendi.x40
Resim 24: gebeligin 6. gini uterus kesitinin JAK3 ile boyanmasinda, immunreaktivite
goOsteren ve gostermeyen desidual hicreler goérilmektedir. gorilmektedir.x400
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RESIM IHC STAT2 4. giin

| : 8 YO : f
Resim 25: 4. gun uterus kesitlerinde ylzey epitelde ++ boyanma saptandi. Stromal
hicreler +++ immunokompetent hicrelerde ++, stromal bezlerde ise +
degerlendirildi.x40

Resim 26: 4. gun uterus kesitlerinde vylzey epitel ve endometriyum
g06zlenmektedir.x200
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RESIM IHC STAT2 5. gln

R A SRR e
Resim 27: 5. gin incelenen preparatlarda epitel ve bezlerde zayif boyanma,
antimezometriyal alanda ve immunkompetant hicrelerde ise orta giddette
immunreaktivite gézlenmektedir.x 40

Resim 28: 5.guin incelen preparatlarda yiizey epitelde ve endometriyal alanda

immunoreaktivite gosteren yaplilar izlenmektedir.x200
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RESIM IHC STAT2 6. giin

Resim 29: 6. gin Gebelik gunt ile uyumlu desidual alanlar gb6zlendi.x40
Resim 30: 6. guin desidual alanlar + immunreaktivite gostermektedir.x400
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RESIM IHC STAT3 4. giin

Resim 31: 4. gun uterus kesitleri incelendiginde epitelde boyanmaya rastlanmadi.
Endometriyal stromada (+) boyanma gozlendi.x40

Resim 32: 4. gun uterus kesitleri incelendiginde mezometriyal alanda limen
epitelinde immunoreaktiviteye rastlanmaz iken stromal hiicrelerde + immunoreaktivite
g0zlendi.x400
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RESIM IHC STAT3 5. giin

Resim 33: 5. gun uterus kesitlerinde primer desidualizasyon alaninda boyanma
g6zlenmez iken daha derin stromal alanlarda (+) immunreaktiviteye rastlandi.x40
Resim 34: 5. gun antimezometriyal tarafta epitelde ve epitelin hemen altinda
boyanma yoktur. Stromal hiicrelerde boyanma g6zlenmektedir.x 400
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RESIM IHC STAT3 6. giin

Resim 35: 6. gun uterus Kkesitlerinde desidual hicrelerin miyometriyuma yakin
bdlgede + boyandigi gézlenmektedir.x40

Resim 36: 6. gun uterus kesitlerinde blastosistin implante oldugu bolgede desidual
hucrelerde boyanma yok iken dis tarafa dogru boyanma oldugu gézlenmektedir.x200
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RESIM IHC STAT4 4. giin
AV

: s " / A

Resim 37: 4. gun uterus kesitlerinde limen epiteli, ve bez epiteline boyanmaya
rastlanamadi. Stromal hiicreler ve immunkompetant hicrelerde + boyanma tespit
edildi.x40

Resim 38: 4. glin epitelde boyanma gozlenmez iken epitel alti stromada belirsiz(+)
boyanan hiicreler gézlenmektedir.x400
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RESIM IHC STAT4 5. GUN

o T i s S Y

Resim 39: 5. gin limen epiteli ve primer desidual alanla uyumlu alanda boyanma
saptanamamistir.x40

Resim 40: 5. antimezometriyal alanda epitel ve hemen altinda boyanma go6zlenmez
iken stromada az sayida hicre + olarak boyanmistir.x400
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Resim 41: 6. gun ile uyumlu kesitlerde desidual hiicrelerin ¢ok az bir bélumunde +
immunreaktiviteye rastlanmaktadir.x100

Resim 42: 6. gun blastosistin implante oldugu alanda desidual hiicrelerin ¢ok az bir
kisminda + immunoreaktiviteye rastlanirken Dblastosistte immunoreaktivite
gozlenmemektedir.x400
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RESIM IHC STATS5 4. giin

Resim 43: 4. gun uterus kesitlerinde epitelde ve bezde zayif, mezometriyal alan
stromal hicreler ve immunkompotent hicrelerde orta siddette immun reaktivite

g06zlenmektedir.x100
Resim 44. 4. gin antimezometriyal [imen epitelinde ve endometriyum bez epitelinde
ve stromal hiicrelerde gucli immunoreaktivite gozlenmektedir.x400
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RESIM IHC STAT5 5. giin

Resim 45: 5. gun uterus kesitlerinde lumen epitelinde (+), endometriyum bezlerinde
ise (++) immunreaktivite gorilmektedir. Primer desidual alanda boyanma gézlenmez
iken stromal alanda ++ boyanma gozlenmektedir. Miyometriyumda + immunreaktivite

gOrilmektedir.x100
Resim 46: 5. gun uterus limen epiteli ve sekonder desidual alanda immunoreaktivite

g6zlenmektedir.x200
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RESIM IHC STAT5 6. giin

Resim 47: 6. gun uterus Kkesitlerinde implantasyonun tamamlandigi alanda

(+)immunoreaktivite izlenmektedir.x40
Resim 48: 6. gin uterus kesitlerinde desidual hicrelerde (+) immunoreaktivite

g6zlenmektedir.x400
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RESIM IHC STAT6 4. giin

Resim 49,50: STAT6 4. gun yapilan imminohistokimyasal boyamalarda uterusta
immunoreaktiviteye rastlanmamigtir.x 40, x 200
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Resim 51,52: 5. gun preparatlarinda limen epitelinde belirsiz immunreaktiviteye
rastlanmistir. Subepiteliyal alanda + boyanan endometriyal stromal hicreler

gorinmektedir.x40 ve x400
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RES'irM IHC STAT6 6. gln

Resim 53,5: 6.gun boyamalalnda embriyonun implante oIduu bolgede desidual
alanda birka¢ hicrede zayif boyanma gozlendi.
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