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OZET

Amac: Mekanizmalar agik olmasa da, enfeksiyon preterm dogum i¢in One siiriilen en
onemli nedenlerden biridir. Bu nedenle tedavi odakli pek ¢ok ¢aligma yapilmaktadir.
Surfactant A (SP-A) gebelik i¢cin milkemmel bir giivenlik profiline sahip endojen fetal
bir maddedir. Bu calismanin amaci; SP-A ve bir prostaglandin inhibitorii olan
Indomethacin (IND)’ nin erken dogumu &nleme potansiyelini daha ayrintili tanimlamak
ve SP-A’ nim gebelerde preterm dogum i¢in koruyucu bir ajan olarak kullanim

potansiyelini belirleyebilmektir.

Yontem: RAW (267.7 Mouse Macrophage Cell) ve RAW Blue (267.7 Mouse
Macrophage Reporter Cell Line) hiicrelerinin kullanildig1 kiiltiir ortaminda, SP-A ile
fragmentlerine ait doz ve etki siiresi belirlemesi yapilarak, SP-A ve IND’nin etkisi,
lipopolysaccharide (LPS) indiiklii cerrahi model iizerinde, koitus sonrasi 14.5 giinliik

gebe CD-1 fareleri kullanilarak degerlendirilmistir.

Bulgular: 5 saatlik 0.2 ng/ml LPS indiiksiyonu sonrast RAW hiicrelerinde Polymerase
Chain Reaction (PCR) ile dogrulanan Interlokin 1 beta (IL1B) ekspresyonunun
olusturdugu inflamatuar cevabi, SP-A; 20 ug/ul ile baskilamaktadir. Ayn1 doz LPS ile
indiiklenen deney hayvani modelinde LPS aracili erken dogum yapan grupta Notch
aktivitesinin arttigit ve SPA ve IND’ nin &zellikle mast hiicreleri ile Jag-2 aracili

modiilasyon yaptig1 goriildii.

Sonug¢: SP-A ve fragmentlerine ait doz zaman egrisi incelendiginde, SP-A’ nimn
inflamatuar yanit1 baskiladigi ancak SP-A’y1 olusturan pargalarin farkli cevap
ozelliklerine sahip olabilecegi gortilmustiir. Ayrica, SP-A'min molekiiler etki
mekanizmasinin karakterize edilmesinde Notch sinyali ile baglantisinin incelenmesinin
onemli oldugu tespit edildi. Bu alanda daha ¢ok aragtirmanin yapilmasina ihtiyag
duyulmakla birlikte, bu calisma, SP-A i¢in, tedavi amagh ila¢ dizaynina yardimci

olacaktir.

Anahtar Kelimeler: SP-A, Indomethacin, Notch, Serviks



ABSTRACT

Objective: Although the mechanisms are not clear, infection is one of the most
important reasons for preterm labor. For this reason, many studies are carried out for
treatment. Surfactant A (SP-A) is an endogenous fetal substance with an excellent safety
profile for pregnancy. The aim of this study is to identify the potential of indomethacin
(IND) which is a prostaglandin inhibitor and of the SP-A as a protective agent for

preterm delivery in pregnant women.

Method: The dose-effect duration of SP-A and fragments was determined using RAW
and RAW Blue cells. The effect of SP-A and Indomethacin was evaluated on a LPS

induced surgical model using 14.5 dpc CD-1 mice.

Results: After induction with 0.2 ng/ml LPS for 5 hours, expression of IL1J3 by PCR in
RAW cells was evaluated. This effect was suppressed in RAW Blue cells with 20 ug/ml
and evaluated by Quanti Blue analysis. The response of the fragments is different
depending on the dose and time. Molecular structure after Commassie Blue staining; the
monomeric (24 kDa) and dimeric (50-60 kDa) for the full-length SP-A. KINK (22 kDa)
was detected as CDM (4 kDa) with GLOB (28 kDa) and PL (2 kDa) with smaller
fragments. In the experimental animal model induced by the same dose LPS. The Notch
activity in the LPS-mediated preterm delivery group was increased. At the same time,

SPA and IND affected the Jag-2 mediated mast cell modulation.

Conclusion: When the dose time curve of SP-A and fragments was examined, it was
seen that SP-A suppressed the inflammatory response, but SP-A components had
different response characteristics. In addition, it was determined that SP-A was
important to investigate the linkage of Notch signal in characterizing the molecular
mechanism of action. Although more research is needed in this area, this study will be

help the design to drug for SP-A.

Keywords: SP-A, Indomethacin, Notch, Cervix
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1. GIRIS

Erken dogum (preterm eylem/dogum), gelismis iilkeler de dahil olmak iizere, tim
diinyada dogumsal anomalilere bagli olmayan yenidogan morbidite ve mortalitesinin en
onemli sebeplerindendir (Lawn, Cousens et al. 2005);(Goldenberg, Culhane et al. 2008).
Erken dogum sonucu prematiir yenidoganlar, gelisimsel gecikme, solunum yolu
hastaliklar1, norolojik hastaliklar, gérme bozuklugu gibi dmiir boyu bakim ve tedaviyi
gerektiren malformasyonlara duyarlidir. Preterm dogum sonrast hayatta kalan
bebeklerin, term bebeklere gore norolojik bozukluk yasama olasiligi 10 kat daha
fazladir. Yenidogan ve ¢ocuk bakimi alanlarindaki ilerlemeler ve prenatal steroidlerin
risk altinda olan kadinlara uygulanmasi, prematiir bebeklerin sonuglarini iyilestirirse de,
preterm dogum insidanst kabul edilemeyecek kadar yiiksektir (%11.1) (Blencowe,
Cousens et al. 2012). Ulkemiz i¢in ise, bu oran %10-15 arasinda degismektedir (WHO
2012). Yillik tedavi maliyetleri ise, gelismis iilkelerde bile ¢ok yiiksektir (Howson,
Kinney et al. 2013). Yillik 1.1 milyon 6liim ile 5 yas altindaki infantlarin en sik ikinci
Olim nedeni olan (Lawn, Cousens et al. 2005);(Chin, Dorian et al. 2016) preterm
dogumu azaltmak icin giiniimiizde mevcut en etkili miidahale olarak kabul edilen
prenatal progesteron uygulamasi da, bilinmeyen mekanizmalarla islev goriir ve risk
altindaki belirli bir grup i¢in koruyucudur (da Fonseca, Bittar et al. 2003);(Hassan,
Romero et al. 2011);(Meis, Klebanoff et al. 2003). Bu gercekler, dogum nedenleri ve
mekanizmalar1 konusundaki anlayis eksikliklerinin devam ettigini gostermektedir.
Preterm eylem konusundaki ¢aligmalar; birey, aile ve toplum i¢in biiylik bir 6nem arz
eden bir ac1 kaynagini ve potansiyel maliyet ylikiinii ortadan kaldirabilmek i¢in, yeni ve

siddetle ihtiya¢ duyulan terapotik segenekleri gelistirmek i¢in kritik bir dneme sahiptir.

Hipotezimiz; “SP-A ve IND, LPS’ nin yol actig1 erken dogum eylemini, servikste Notch
sinyalizasyonunda meydana gelen degisiklikleri tersine ¢evirerek onler” seklindedir. Bu
degisikliklerin olusumunda rol aldigin1 diisiindiigiimiiz; SP-A ile Notch ve TLR2 (Toll
Like Receptor) arasindaki iliskinin tespiti, erken dogum eyleminin bastirilmas: ve
engellemesi siirecinin anlasilmas1 noktasinda katki saglayacagini diisliniiyoruz. LPS

kullanarak erken dogumun koryodesidual olarak uyarilmasi, insan patogenezini



yakindan modelleyerek terapotiklerin dogru bir sekilde tasarlanmasina yardimci

olmaktadir.

Bu ¢calismanin amaci; SP-A ve IND’ nin erken dogumu Onleme potansiyelinin daha
ayrintili tanimlanmasi ve SP-A’ nin gebelerde preterm dogum i¢in koruyucu bir ajan
olarak kullanim etkinliginin belirlenebilmesidir. Bir endojen fetal madde olarak olarak
iretilen SP-A, gebelikte miikemmel bir giivenlik profiline sahip olma giiclindedir. SP-A’
nin etkisini dogrulamak daha sonra potansiyel risklerin degerlendirilebilmesine ve SP-
A'nin molekiiler etki mekanizmasinin da karakterize edilmesine olanak saglayacaktir. Bu
caligma gelistirilmis performans Ozelliklerine ve giivenlige sahip SP-A icin sentetik
ilaclarin nihai dizaynina da yardimci olacaktir. Daha 6nceki verilere ek olarak, bu deney
modeli ayrica dogum siirecinde 6nemli bir rolii oldugunu diislindiigiimiiz serviks
iizerinde de, SP-A'nin olusturdugu bolgesel degisimi goérme firsatint bizlere sunacaktir.
Ayrica klinikte ve pekgok ¢aligmada serklaj ile birlikte kullanilan Indometazinin, Notch
sinyal yolag: tizerindeki etkinliginin belirlenebilecegi gibi, serviks iizerinde olusturdugu
histolojik ve molekiiler degisim de SP-A ile karsilastirilabilecektir. Her iki maddenin de
serviks iizerindeki rolleri agik degildir. SP-A'nin, LPS ile indiiklenen ve enfeksiyona
bagli preterm eylemi, hiicresel reseptorlerle etkilesim yoluyla dnledigini diisiiniilebilir.
Serviksteki etkinligi ve molekiiler mekanizmasi, teyit edilmesi erken dogumun
onlenmesine yonelik olarak etkili ve giivenilir ilaclarin tasarlanmasi ve tedavi siirecine
girisi ile ilgili ileri asama c¢alismalar i¢in aydinlatic1 olabilecektir. Enfeksiyona baglh
erken dogum eyleminin 6nlenmesi i¢in SP-A'nin test ediliyor olmasi hastalar i¢in yeni
bir terapi potansiyeli tasimaktadir. Sik rastlanan inflamatuvar yolaklar preterm dogumun
cogunda (ag¢ik enfeksiyoz etken veya inflamatuvar neden bulunmayanlar da dahil olmak
iizere) aktive oldugundan, SP-A, halen "idiopatik" olarak simniflandirilan kanitlanmig
enfeksiyonu bulunmayan vakalarda da faydali olabilir. Buna ek olarak, SP-A’ nin,
sadece gebeler i¢in degil, ayn1 zamanda ge¢miste erken dogum hikayesi, ¢oklu gebelik,
kisa serviks veya diger faktorler nedeniyle preterm dogum riski tasiyanlarda da

profilaksi i¢in yeni bir tedavi segenegi olarak kullanilabilmesi muhtemeldir.



2. GENEL BIiLGILER

Erken dogumu; 37. haftadan 6nce dogum eyleminin baslamasi olarak tarif edilebiliriz.
Daha alt kategorilere ayirdigimizda; <28 haftadan onceki dogumlar son derece erken, 28
ila 32 hafta arast1 ¢ok erken ve 32 ile 37 hafta ge¢c preterm eylem olarak
tanimlanmaktadir (Nour 2012).

Enfeksiyon kaynakli erken dogum eyleminin altinda yatan en yaygin hipotetik
mekanizma, vajinal patojenlerin artan kolonizasyonunun gestasyonal kavitede artmasi ve
transplasental ya da hematojen gecisin bu yolla saglanmasidir (Goldenberg, Culhane et
al. 2008). Vajinal patojenlerin bu yol ile amnion zarina kadar ulasabilecegi gosterilmistir

(Romero, Dey et al. 2014).

Spontan  preterm eylem i¢cin pek c¢ok Onclil  bilinmektedir. Bunlar;
enfeksiyon/inflamasyon, ¢ogul gebelik, intrauterin kanama, hormonal/stres vb. olarak
Ozetlenebilir. Gestasyonel bolmedeki enfeksiyon, preterm eylemlerin % 50' sinde veya
daha fazlasinda bulunur (Klein and Gibbs 2004). Elde edilen bulgular; enfeksiyonun,
inflamasyonun indiiksiyonu (6rnegin, sitokinler, prostaglandinler, proteazlar ve diger
mediatorler) yoluyla preterm eylemi baslattigini gostermektedir (Agrawal and Hirsch
2012);(Hirsch and Wang 2005);(Lamont, Nhan-Chang et al. 2011). Inflamatuar
basamaklar, enfeksiyon yoklugunda ya da uzak bélmedeki (agiz boslugu ya da bobrek
gibi) bakteriler tarafindan aktive edilebildiginden (Wenstrom, Andrews et al.
1998);(Yoon, Oh et al. 2001);(Offenbacher, Katz et al. 1996), preterm dogumda klinik
vakalarda enfeksiyonun rolii tam belirlenememektedir. Preterm eylemli hastalarda
amniyotik sivida inflamatuvar belirtegler ve kiiltlire edilebilir bakteriler yiiksektir (Shim,

Romero et al. 2004);(Yoon, Romero et al. 2001).

Koryodesidual alan (i¢ uterin yiiz ve dig amniyotik kese arasindaki potansiyel bosluk) ve
miyometriyum, inflamasyon kaynakli eylem sirasinda baglatici sinyallerin ve efektor
stireclerinin tretildigi yerdir (Elovitz and Mrinalini 2004);(Goldenberg, Hauth et al.
2000);(Gravett, Hitti et al. 2000);(Vanderhoeven, Bierle et al. 2014). Fetal inflamatuar

yanitin ise birincil preterm eylem nedeni olmadig, ikincil bir fenomen olduguna dair



kanitlar vardir (Gomez, Romero et al. 1998). Hem normal hem de patolojik dogum
mekanizmalar iyi anlasilamamis olsa da, enfeksiyon ve/veya inflamasyonun, preterm

dogum vakalarinin biiyiik bir kismi i¢in 6ne siiriilen bir neden oldugu agiktir.

Tiim dogum siireci gézden gegirildiginde serviks te en az uterus kadar 6nemlidir. Bugiin
uterovaginal embriyoloji bilgilerinin yeniden sekillendirilmesi siirecinde ortaya atilan
teoriler, belki de serviksin sadece uterusun bir parcasi olarak degil, embriyolojik olarak
farkli kokene sahip (Sekil 1) (Acien 1992, Makiyan 2016) iki yap1 arasinda bir gegis
kapis1 olarak degerlendirilmesi gerektigini diislindiirmektedir. Bu durumda, serviks
farkl1 fizyolojik cevaplar olusturabilecegi gibi, farkli siirecleri de kontrol edebilme

olasiligina sahiptir.

Comparative Data of the Original Miillerian Theory with Contemporary View and

the New Theory.
: Derivative Original Contemporary view New theory
Regressing N
~ - organs Mullerian
Mesonephric duct
theory
- Paramesonephric duc Gonads gonadal ridge  gonadal ridge gonadal ridge
Ligamentum gonadal ridge
:] Sinus ridge ovaricum derivatives
proprium
TR Ligamentum  paramesonephral gonadal ridge
teres uteri ducts derivatives
Fallopian tubes paramesonephral paramesonephral ducts mesonephral ducts
m ducts
> N N
= o - Uterus paramesonephral ~ paramesonephral ducts fusion of the gonadal
ducts ridges with
mesonephral ducts
e mEm Mullerian duct mm Mullerian duct Vagina paramesonephral ~proximal 1/3 from ‘mesonephral ducts
& iy mm Mullerian tubercle ducts paramesonephral ducts, distal 2/3
B Sinovaginal bu o
. = Wolffian duct from urogenital sinus

. o : Vestibulum ~ sinus distal part of sinus urogenitalis sinus urogenitalis
Classic Theory Acien theory e 2 8

vaginae urogenitalis

Sekil 1. Klasik teori, Acien’ in uterovaginal embriyoloji teorisi ve yeni yaklagimlar (Acien 1992) (Bajaj,

Misra et al. 2012), (Makiyan 2016).

Histolojik olarak incelendiginde; kollajen, serviksin kuru agirligimin %80'ini olusturur.
Serviks Internal os’tan eksternal os’a uzanan ve diger dokulara gore ¢ok daha ince
elastik liflere sahiptir ve kas miktar1 ise eksternal osa dogru azalir. Dogumun
baslangicindan once, servikste kollajen ve konnektif doku degisiklikleri meydana gelir
ve olgunlagma siirecinde, kollajen konsantrasyonlarindaki azalmayi servikal esneklikteki

artig izler (Leppert 1995);(Kleissl, van der Rest et al. 1978);(Kao and Leslie 1977).



Serviks, dogumun baglamasi ve ger¢eklestirilmesinde, olgunlasma agisindan ¢ok
onemlidir. Serviksin olgunlagmasi, fizyolojik bir siirectir. Bu siireg; bag doku ve temel
elemanlarin biyokimyasal ve yapisal degisikliklerini igerir. Dogumdan birka¢ hafta
oncesine kadar, sert ve kapali olan servikste meydana gelen biyokimyasal ve
biyomekanik degisiklikler sonucu, servikste yumusama, silinme ve acilma meydana
gelir. Bu siirece, serviksin olgunlagmasi denir. Serviksin zamaninda olgunlagmasi
dogum siirecinin saglikli olmasin i¢in esastir. Serviksin olgunlagsmasi, uterus aktivitesini
uyarabilir. Siirekli uterin kontraksiyonlar, serviks olgunlasmasinin bir sonucudur

(Danforth, Buckingham et al. 1960, Leppert 1995).

2.1. Notch Sinyal Yolag ve Erken Dogum Iliskisi

Notch sinyal yolagimin en basitten en gelismise kadar tiim canlilar aleminde korunmus
oldugu diisiiniilmektedir. 1917 yilinda, genetik¢ci Thomas Hunt Morgan ve arkadaslari
tarafindan tanimlanan Notch’lar, Drosophila kanatlarinda ilk olarak tespit edilmis, 1980’
lerde ise klonlanmigtir. Siradisi transmembran reseptorler olan Notchlar, membrana

bagli ligandlari ile aktive olur (Radtke, Fasnacht et al. 2010).

Notch reseptorleri (insanda heterodimerik 1-4) ve onun ligandlar1 “Delta ve Serrate”in
her ikisi de temel olarak epidermal biiytime faktorii (EGF) benzeri tekrardan olusan
hiicre dis1 etkili transmembran proteinlerdir. Notch; Delta (insanlarda Delta-like olarak
da adlandirilir) ve Serrate (insanlarda Jagged olarak adlandirilir) transmembran
ligandlar ile etkileserek komsu hiicreler lizerindeki kisa menzilli sinyalleri ileten bir

hiicre-ylizey reseptoriidiir (Schweisguth 2004);(Bray 20006).

Sinyali baslatan hiicreler, Delta-like (DLL1, DDL3, DLL4) ya da Jagged (JAG1, JAG2)
ailesine ait Notch ligandlarini eksprese ederler. Notch sinyalini alan hiicreler ise, Notch
reseptorleri eksprese ederler. Notch sinyali, Notch reseptorleri ile onlarin ligandlar1 olan
Delta ya da Jagged arasindaki etkilesimler sonucunda hiicre-hiicre baglantilariyla aktive

olur (Ersvaer, Hatfield et al. 2011).



Notch ligandlar1 Notch reseptorleri ile etkilesim i¢in gerekli olan bir N-terminal DSL
(Delta, Serrate ve LAG-2) domeyni ile karakterizedir. Ligandlar, sistein zengin (CR)
domeynin varligina ya da yokluguna bagli olarak Delta ve Serrate olarak
siniflandirilmaktadir (Bray 2006);(Sprinzak, Lakhanpal et al. 2010). Notch reseptor ve
ligand iliskisi Sekil 2°de 6zetlenmistir.

Signal Initiating Cell

) JAGL DLL1  DL3
@ ost JAG2 DLL4

N1 N2 N3 N4 Receptors

EEEE RAM
E anx
™ D

= PEST

Signal Receiving Cell

Sekil 2. Notch sinyal yolagi ve reseptor ligand iligkisi (Ersvaer, Hatfield et al. 2011)’den uyarlanmistir.

Notch ilk olarak endoplazmik retikulumda bir polipeptid Onciilii olarak sentezlenir ve
daha sonra bir konvertaz tarafindan yariklanir. ilk yariklanma ADAM
(containing a disintegrin and metalloprotease) ailesi metalloproteazlar1 tarafindan
katalizlenirken, ikincisi presenilin, nikastrin, presenilin enhancer 2 (PEN2) ve anterior
pharynx-defective 1(APH) igeren bir enzim kompleksi olan y-sekretaz aracilidir. ikinci
yariklanma ile, Notch hiicre i¢i domeynini (NICD) serbest birakir. Ligand olmadiginda,
niikleer hiicre i¢i domeyne baglanilamadigi i¢in, Recombination signal binding protein
for immunoglobulin kappa J region (RBP-J) korepresor kompleksleri araciligiyla Notch
hedef genleri baskilanir. NICD’nin RBP-J’ye baglanmasi, baskilanmis durumdan aktif

duruma ge¢mede olduk¢a dnemlidir.



RBP-J iliskili kofaktorler ve belirli epigenetik isaretler, Notch hedef gen
ekspresyonunun farkli hiicre tiplerinde spesifikligini belirlemektedir. Notch bazi
durumlarda hiicre proliferasyonunu, bazi durumlarda ise apoptozu baslatir. Farkli
yanitlarin  Notch’un diger yolaklarla etkilesimine baglh olarak ortaya c¢iktigi
diisiiniilmektedir (Ersvaer, Hatfield et al. 2011);(Borggrefe and Oswald 2009);(Doria,
Laccarino et al. 2006).

Notch reseptorii vasitasiyla komsu hiicreler arasinda degistirilen sinyaller, sonunda
hiicre kaderini belirleyen molekiiler aracilig1 ile farkliliklar meydana getirebilir. Bu
nedenle, Notch sinyalleri, hiicrelerin belirli gelisim programlarini ortaya ¢ikarmak tizere
gerekli olan igsel veya digsal gelisim ipuglarina nasil tepki verdigini kontrol eder. Notch
aktivitesi, farklilasma, cogalma ve apoptotik programlarin uygulanmasini etkileyerek
organ olusumunu ve morfogenezi etkilemek igin genel bir gelisim araci olarak islev

gorme potansiyeline sahiptir (Artavanis-Tsakonas, Rand et al. 1999).

Notch sinyali, omurgalilarda vaskiiler gelisim ve fizyoloji sirasinda sayisiz rol oynar.
Bu roller arasinda hem endotel hiicrelerinde hem de vaskiiler diiz kas hiicrelerinde
arteriyovendz spesifikasyon ve farklilasmanin diizenlenmesi, normal ve patolojik
anjiyogenez sirasinda kan damar filizlenmesi ve dallanmasinin diizenlenmesi ile damar

diiz kas hiicrelerinin fizyolojik tepkileri yer alir (Gridley 2010).

Literatiire eklenen LPS/PGN/Poly (I:C) indiiklii uterus ve plasenta ¢aligmalart Notch
sinyal yolagi ile bakteriyel iiriinler arasinda iliski olabilecegini gostermistir. Bu
caligmalar; fare uterusundaki N1, DLL1 ve HESI’ in inflamatuar indiikli preterm
eylemin baslamasi ile iligkili olabilecegini (Jaiswal, Agrawal et al. 2015)

diisiindiirmektedir.

Arastirmacilar farede uterus i¢i LPS indiiklii preterm eylem ile hormon indiiklii eylem
karsilagtirildiginda, LPS indiikli preterm eylemin delta ligandin1 kullanarak
baslayabilecegini bunun da wuterus ile plesantadaki anjiogenezi etkileyerek

gergeklesmekte oldugunu varsaymistir (Agrawal, Jaiswal et al. 2016).



Ayrica, Misoprostol indiiksiyonu ile uyarilan erken dogum modelinde, Notch Sinyal
yoluna ait reseptor ve ligand degisikliklerinin, kas, kan damari ile makrofaj iizerinde
yaptiklart ~ shift araciigit ile erken dogum mekanizmasini etkileyebilecegi

diisiiniilmektedir (Avci, Simsek et al. 2018).

2.2. Prostaglandinler ve Erken Dogum iliskisi

Prostaglandin (PG)’ler ilk kez 1968 yilinda laboratuvar ortaminda sentezlendiklerinden
beri pek cok alanda kullanilmaktadir. Arasidonik asitten sentezlenen prostaglandinler,
etkilerini lokal olarak yaparlar ve endojen prostaglandinlerin yarilanma dmiirleri birkac
saniye ya da dakika ile sinirli iken sentetik olanlarin yarilanma Omiirleri ¢ok daha
uzundur. PG uygulamasi, serviks dokusunda submukozal su miktarini artirir ve kollojen
lifler ¢oziiliir. Bu degisiklikler normal dogum ile erken dogum sirasinda gebede goriilen

degisikliklerle benzerdir (Bugalho, Daniel et al. 2001); (Cuppett, Caritis, 2013).

Prostaglandinlerin, gebelik siirecindeki serviks ve rahim iizerindeki diizenleyici rolllerini
otokrin ve parakrin yolaklar1 kullanarak gergeklestirdigi diisiiniilmektedir (Timmons,

Reese et al. 2014).

Servikal olgunlagsma siirecindeki problemlerin, non-semptomatik diisiiklerin nedeni
oldugu da varsayilmaktadir (Radulovic, Ekerhovd et al. 2009). Uygun olmayan bir
serviks, basarili bir dogum i¢in en biiyiik engel olabilir. Serviksin olgunlagmasi i¢in

siklikla kullanilan ajanlardan biri de prostaglandinlerdir (Bellad, Tara et al. 2012).

Gebe fare uterusunda, COX-1 ekspresyonu oOstrojen ve P4 ile diizenlenir. COX
genlerinin  peri-implantasyonlu  fare uterusunda farkli sekilde diizenlendigini
gosterilmistir. Preplanplantasyon déneminde (1-4 giinler), COX-1 geni uterus epitelinde
esas olarak 4. glinde aksamlar1 baglanma reaksiyonunun baslamasina kadar eksprese
edilirken, COX-2 geni, 4. glinde baglanma reaksiyonu sirasinda blastosisti ¢evreleyen
anti-mezometri diregindeki liimen epiteli ve subepitelyal stromal hiicrelerde eksprese
edilir ve 5. giin sabahma kadar devam eder. COX-2 tarafindan katalize edilen PG

sentezinin lokalize olarak artmig uterin vaskiiler gecirgenlik ve baglanma reaksiyonu



icin dnemli oldugunu gostermektedir. 4. glinde baglanma reaksiyon zamanindan asagi
regiile edilen COX-1 geni, 7. ve 8. gilinlerde tekrar mezometrial ve anti-mezometrial
sekonder desidual alanlarda ifade edilmistir. Genel olarak, sonuglar uterin COX-1
geninin yumurtalik steroidlerinden etkilendigini, COX-2 geninin ise erken gebelikte
implante edici blastosist tarafindan diizenlendigini gostermektedir (Chakraborty, Das et

al. 1996).

Prostaglandinlerin iiretiminde rol oynayan bir enzim olan siklooksijenaz-1'in (COX-1)
silinmesi, farelerde gecikmis dogum ile sonuglanmistir. Beklentinin aksine, COX-1 null
farelerde normal uterus kasilma goriiliir. Hiicre dist matriks proteinleri, lipidler ve
niikleik asitlerle iligkili Raman spektral incelemeleri hamilelik boyunca izlendiginde
COX-1 null farelerde termde dogumun 6nemli 6l¢iide geciktigi bulundu. Sonug olarak,
in vivo Raman spektroskopisi, COX-1 null faresinde invazif olmayan bir sekilde
anormal remodeling tespit etti ve serviksin gecikmis partisyonunda Onemli bir rol
oynadigin1 agikga gosterdi. COX-2 izoformunun farelerde silinmesi, dogurganligi ve
gebeligin ilk asamalarin1 bozar; Bu nedenle, partisyon caligmalari igin bilgi verici
degildir. Buna karsilik, COX-1KO fareleri geciktirilmig partisyon fenotipleri ile
gecikmis dogumun temelini incelemek i¢in degerli bir firsat sunar. COX-1 geninden
yoksun farelerin luteolizinin bozulmus oldugu bilinmesine ragmen, 6nceki ¢alismalar
uzamis hamileliklerinden sorumlu mekanizmay1 belirlememistir (Herington, O'Brien et

al. 2018).

Dogum eylemi dncesi, siklooksijenaz-2 (COX-2)’nin etkinlesmesi ve prostaglandinlerin
artis1 ile birlikte kollajen degrade olurken, hyaliironik asit ve interlokin 8 (IL-8)
salinimina paralel olarak nétrofil kemotaksisi ve kollajenaz aktivitesi artar. Sonucta
preterm eylem ile sonuglanacak olan bir servikal olgunlagma ortaya ¢ikar. Preterm
dogumlarin %]15’inin koryonunda, 15-hidroksiprostaglandin dehidrogenaz (15-OH-
PGDH) enzimi eksikligi saptanmigtir. 15-OH-PGDH aktivitesi, prostaglandinlerin
yikimini saglar ve amnion zarinda yoktur. Bu yiizden amnion ve koryon zarlarinda
yapilan ana prostaglandin olan PGE,; amnionda metabolize edilemez. Uterus
desiduasinda, fosfatidil etanolamin ile fosfatidilinositol hidrolize olmas: sonucu PG

sentezi baglayabilir. Tiim bu bulgular, dogum eylemi sirasinda membranlarin arasidonik



asitten prostaglandin biyosentezinde kendilerine has bir rolleri oldugunu isaret

etmektedir. Bu enzimin eksikliginde, amniyondaki prostaglandinlerin myometriuma

ulagsmas1 kolaylasir ve kontraksiyonlar baglar.

Enfeksiyonlara bagli bakteriyel

iriinlerin; 15-OH-PDGH enzim seviyelerini baskilayabildigi ve erken dogum eylemi ile

iligkili oldugu diistiniilmiistiir. Enfeksiyon ile erken dogumun baslamasi arasindaki iliski,

arasidonik asidin bakteriyel tiriinler araciligi ile prostaglandin E’ye doniistiiriilmesine

baglanabilir. Sekil 3° te inflamasyon siirecinde sitokinler araciligr ile prostoglandin

uyarisina bagli kontraksiyonlarin baslamasi ve serviks olgunlasma mekanizmasi

Ozetlenmistir  (Kota, Gayatri et al. 2013);(Sangha, Walton et al. 1994);(Copper,
Goldenberg et al. 1996);(Cunningham, Macdonald et al. 1993);(Speroff, Glass et al.

1994).
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Sekil 3. Amniyo-koryon, desidua inflamasyonu ve preterm eylem iliskisi FasL: Fas ligand, CRH: Cortico

Tropic Hormone, PGs: Prostaglandinler, MMP: Matrix Metallo Proteinase (Kota, Gayatri et al. 2013)’den

uyarlanmistir.
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Endoperoksid E-izomeraz enzimi PGH,'den PGE, olusturken, endoperoksid rediiktaz
enzimi tararindan PGH,, PGF,,'ya indirgenir. 9-hidroksiprostaglandin dehidrojenaz
enzimi, PGF'leri PGE'lere doniistiirebilir. PGE’ler PGF'lere, 9-ketorediiktaz enzimi ile
indirgenebilirler. Bu doniisiimler, fizyolojik agidan 6nemlidir ¢ilinkii PGE'ler ve PGF'ler
baz1 sistemler lizerinde zit yonde etki gosterebilirler (Seo and Oh 2017);(Loudon,

Groom et al. 2003);(Kayaalp 1997).

Prostaglandin E2, servikste kollagen konsantrasyonunu azaltmaktadir ve bu etkinin
olusum basamaklar1 heniiz aciklanamamistir. Prostaglandinler, servikste fibroblast
aktivitesini degistirebilir ve lokosit ile makrofaj infiltrasyonuna sebep olabilir. Bu
hiicreler, serviksin yumusamasini saglayan ekstraseliiler matriksteki degisikliklerin

kaynagi olan enzimlerin salinimindan sorumlu olabilirler (Arias 2000).

Prostaglandinler, sentez edildikleri dokularda depolanmaksizin eksprese edilirler.
Prostaglandinlerin inaktivasyonunda en oOnemli organ akcigerdir ve burada %95
oraninda inaktive edilirler. PGE’ler ve PGF'ler gebe yada gebe olmayan uterusta
oksitosik etki ile tonusun artmasina ve ritmik kasilmalarin olugmasina sebep olabilirler

(Kayaalp 1997).

Desiduada PGE, ve PGF,, sentezlenebilir. Uterus kasilmalarinin oncelikli olarak
desidual ve myometrial prostaglandinlerce tetiklendigi tartigilmaktadir (Speroff, Glass et

al. 1994).

Servikste bu siirecin nasil igledigi ise agik degildir. Prostaglandinlerin doniigiim siireci
ve tez icerisinde yer verilen ajanlarin bu siiregteki muhtemel yerleri (Sekil 4)° te

Ozetlenmistir.

IND gibi steroid olmayan antiinflamatuar ajanlar, siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe
etmek suretiyle viicutta etkili olan prostaglandin biyosentezi inhibitorleridir. Dogum
oncesinde ve dogum sirasinda iiretilen sitokinler ve prostaglandinler inflamatuar
siirecle benzerlik gostermektedirler. Bu nedenle anti-inflamatuar ilaglar erken dogumu

onleme potansiyeline sahiptir (Loudon, Groom et al. 2003);(Kayaalp 1997).
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Sekil 4. Prostoglandinlerin Déniisiim Mekanizmas: ve Tez Igerisinde Yer Alan Tedavi Edici Ajanlarm
Olast Etkileri (Zhang, Gong et al. 2010);(Oshima, Oguma et al. 2009);(Meng, Ceryak et al. 2006)’ den

uyarlanmigtir. PG: Prostaglandin, TX: Tromboksan

IND tedavisinin erken dogum iizerindeki etkisi, uterus kasilmalarinin Onlenmesi ve
gebelik siiresinin uzamasi agisindan degerlendirilmektedir (Zuckerman, Shalev et al.
1984). Gebelik siiresince annenin immiin sistemi, kendisiyle genetik olarak
benzesmeyen fetiis ve plasental iiniteye adapte olmaya calisir. Bu ylizden normal bir
gebelikte T helper 2 (Th2) baskin bir immiin durum s6z konusudur (Doria, laccarino et
al. 2006). Uterusun T helper 1 (Thl) cevabini modifiye etmek ve Th2 yi baskin hale
getirmek diisiik riskini azaltmak i¢in gereklidir. Ciinkii Thl tipi sitokinler, hiicre ici
parazitlerin oldiiriilmesi icin ve otoimmiin tepkilerin siirdiirmesinden sorumlu

proinflamatuar yanit1 iiretme egilimindedir (Berger 2000).

Notch ligand ailesinden Delta’nin Thl’i uyarirken, Jagged” m Th2 yoniinde
farklilagmay1 uyardig: diisiiniilmektedir (Amsen, Blander et al. 2004).

IND, steroid olmayan anti-inflamatuar ila¢ ailesinden olup yaygin olarak kullanilan bir
tokolitik ajandir. IND, secici olmayan bir siklooksijenaz veya prostaglandin

endoperoksit sentaz inhibitdriidiir ve erken dogumu uterusla birlikte farkli bolgelerde,
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prostaglandinlerin {iretimini baskilayarak erteledigi diisiiniilmektedir. Indometazin;
icindeki 4-klorobenzoil grubunun, 4-bromobenzoile degistirilmesi ile selektif bir COX-2
inhibitorii haline gelir. Plasebo veya baska tokolitik maddelerle IND karsilastiran ¢ok
sayida randomize kontrollii calismalarin ¢cogunda (% 75), IND’in en fazla 48 saate kadar
erken dogumu geciktirdigi gosterilmistir (Quaas, Goppinger et al. 1987);(Kalgutkar,
Crews et al. 2000);(Doggrell 2004);(Vermillion and Landen 2001).

Gebe CD-1 farelerde gebeligin 18. Giiniinde, gavaj ile IND (1 mg IND/kg) tuzlu su
(salin) icerisinde ya da lipozomal olarak kuyruk veninden enjekte edildikten 4 saat
sonra, rahim, plasenta ve fetus ilizerinde etkileri incelendiginde; fetiis ve plasenta
tizerinde smurl, uterusta ise lokal etkiye sahip oldugu goriilmiistiir (Refuerzo, Alexander
et al. 2015). Farelerde, 10 mikrogram LPS uygulamasi sonras: desidual explantlarda,
kontrole gére PGE, PGF,,, COX-2 ve Tromboksan B2 seviyelerinde belirgin artig ve
%78 fetal 6lim gortilmistiir. Bu farelere 14 pg/ml indometazin igme suyuna eklenerek
giinde toplam ~56 pg/ml almasi saglandiginda fetal 6liim %24, subkutan 35 pg/ml

alimda ise fetal 6liim %1 olarak belirlenmistir (Silver, Edwin et al. 1995).

IND; 37 hafta 6ncesi dogum eylemini ve <2500 gr’ dan diisiik dogum agirlig1 insidansini
azaltmak i¢in kullanilan tek tokolitik ilagtir (Loudon, Groom et al. 2003). Bu konuda
sinirl sayida ¢calisma bulunmakla birlikte bu ¢alismalarda; 24-34 hafta arasi1 gebeliklerde
basarili bir tedavi icin gerekli olan 200-300 mg/giin indometazin alan vakalarin %83’
iinde terme ulagsma, %10’unda 2-7 giin arasinda gecikme goriilmiis, %7’ sinde ise

herhangi bir etki tespit edilememistir (Zuckerman, Shalev et al. 1984).

Uzun siireli IND kullanimi sistemik ve fonksiyonel hasara sebep olmaktadir. 8 giinden
fazla 4 mg/kg IP IND kullanilan ratlarda renal bozukluga eslik eden, podositlerde ve diiz
endoplazmik retikulumda stoplazmik inkliizyon cisimleri goriiliir (Sessa, Allaria et al.
1973). Dogumdan 24 saat Once uygulanan maternal IND infantta ilk 3 giin creatinin
seviyesini artirmak ve idrar ¢ikisini azaltmak sureti ile renal fonksiyon bozukluguna
sebep olur (Norton, Merrill et al. 1993). Gebeligin son 3 giinii kullanilan maternal 4
mg/kg IND fare ve ratlarda néronal nekroza sebep olurken, 2 mg/kg icin bu bulguya
rastlanilmamistir (Altshuler, Krous et al. 1979).
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33. gebelik haftasinda vajinal, rektal ve oral IND kullanimimnin randomize olarak
karsilagtirildigr bir ¢aligmada, vajinal uygulamanin diger uygulamalara gore erken
dogumu onleme etkinligi daha yiiksek olarak tespit edilmistir (Abramov, Nadjari et al.
2000). Insanlarda indometazin igin tam tokolitik doz 200 mg olarak Onerilmektedir
(Halle and Hengst 1978). IND’nin genel etkisi hakkinda farkli sonuglar bildiren az
sayida caligma bulunmakla birlikte, serviks iizerindeki molekiiler etkinligine iliskin

caligmaya rastlanilamamustir.

Serklaj (rahim agzina dikis atilmasi) ile birlikte IND kullanimina iliskin sistematik bir
derlemede ise, IND kullanan ve kullanmayan gruplar arasinda anlamli bir fark

bulunamamaigtir (Smith and DeFranco 2015).

2.3. Erken Dogum ve Enfeksiyon Iliskisi:

Son yirmi yilda, bir¢ok arastirmaci; enfeksiyonun neden oldugu preterm eylemi
incelemek i¢in 61l bakterileri veya steril bakteri 6ziitlerini kullan1ldig1 modelleri tercih
etti. Ancak, Olii bakterilerin veya bakteri ekstrelerini kullanmanin belki de en 6nemli
dezavantaji; inflamasyonun temizlenmesindeki yararli roliin goéz ardi edilerek
inflamasyonun zararli sonuclarina (6rn., doku hasari, sok, organ yetmezligi ve uterus
kontraksiyonlar1) odaklanilmasidir. inflamasyon ve enfeksiyon arasindaki ayrim
onemlidir: inflamasyon, enfeksiyon yoklugunda da ortaya c¢ikabilir ve enfeksiyon
inflamatuar yanitlar1 gesitli tip ve derecelerde iiretebilir. Hem gestasyonel bolmedeki
enfeksiyon hem de enfeksiyondan farkli olarak inflamasyon (6rnegin agiz boslugu veya
steril inflamatuvar durumlar gibi uzak yerlerdeki enfeksiyon nedeniyle) erken doguma
yol agabilir (Filipovich, Lu et al. 2009);(Hirsch, Blanchard et al. 1999);(Hirsch,
Filipovich et al. 2006);(Hirsch and Muhle 2002);(Hirsch, Saotome et al. 1995);(Ilievski
and Hirsch 2010);(Ilievski, Lu et al. 2007);(Mussalli, Blanchard et al. 1999);(Cardenas,
Mulla et al. 2011);(Elovitz, Wang et al. 2003);(Kajikawa, Kaga et al. 1998);(Romero,
Gomez et al. 1994, Salminen, Vuolteenaho et al. 2011). Bu gesitli erken dogum
modellerini ele alan klinik strateji, preterm dogumla ilgili perinatal sonuglar1 iyilestirme

potansiyeline sahiptir
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Inflamasyonun yararli ve zararli bu iki yonii arasindaki ayrim onemlidir ve bunu
anlamak canli enfeksiyonun arastirilmasini gerektirir. Bu ilkenin bir 6rnegi, IL-1'in
rekabetci bir inhibitdrii olan anti-inflamatuar sitokin interlokin 1 reseptdr antagonistini
(IL-1ra) eksik veya fazla eksprese eden hayvanlari kullanarak yayimlanmis grubun

calismasinda yer almaktadir (Hirsch, Irikura et al. 1996).

Buna gore; IL-1'in etkilerinin baskilanmasi (IL-1ra ekspresyonunun manipiilasyonu
yoluyla), LPS'ye maruz kaldiktan sonra hayatta kalmay1 artirir, ancak canl Listeria
monocytogenes enfeksiyonunda hayatta kalmay1 ve bakterinin eliminasyonunu azaltir.
Iyilestirme ve zarar arasindaki bu hassas dengenin, gebelik sirasinda enfeksiyon ve
inflamasyon tedavisinde belirgin etkileri vardir: anti-inflamatuar ajanlar, inflamasyonun
neden oldugu uterus kasilmalarin1 iyi bir sekilde Onleyebilir, ancak, uterus
kasilmalarinin nedeni dogrudan enfeksiydoz bir ajansa, bu tiir tedaviler zararl
olabilmektedir. Enfeksiyon ajaninin kendisinin degil de onlara ait farkli maddelerin ve
eksojen ligandlarin; lipopolisakkarit [LPS, Gram negatif bakterilerden elde edilen bir
Toll Like Receptor (TLR) 4 ligandi], PGN (Gram pozitif bakterilerden elde edilen bir
TLR2 ligandi), poli (I:C) (bir TLR3 ligand1 ve ¢ift sarmalli RNA sentetik analogu, ¢cogu
viriis i¢in ¢ogaltma ara maddesi) (Sekil 5.a) kullanimmin farkli bir gerekgesi de; canl
bakteri kiiltiirlerinin risklerinden ve degiskenliginden uzak olmalar1 ve erken dogumun
patogenezinde yer alan inflamasyonun temel Onemine odaklanilmasiydi. Bununla
birlikte, bu modeller dogal enfeksiyonun diger onemli yonlerini atlarlar; kademeli
baslangig¢, sekonder mikrobiyal virulans faktorleri, dogustan gelen ve edinilen bagisiklik
yollarinin karsilikli etkilesimi, kolonizasyon yollar1 (en yaygin olarak vajinadan
koryodesidual alana dogru yiikseldigi diisiiniiliir) vb. Preterm dogumda enfeksiyonun
roliinii aragtirmak amaciyla, farelerle gerceklestirilen onlarca yayin arasinda, genital
bolgede canli bakteri asilamast modeli ile ilgili sadece iki adet (Hirsch, Saotome et al.
1995);(Reznikov, Fantuzzi et al. 1999), intravenéz enjeksiyonun ve bdbrek
enfeksiyonun modellenmesi ile ilgili ise sadece ii¢ ¢alisma bulunmaktadir (Kaul, Khan

et al. 1999);(Mussalli, Brunnert et al. 2000);(Han, Redline et al. 2004).
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I

Sekil 5.a. TLR Reseptor ve Ligandlar1 (Basu and Fenton 2004) ve (Sieling and Modlin 2002) den

uyarlanmigtir.

TLR2, TLR6 veya TLRI1 ile bir heterodimer olusturur. Diagil ve triagil lipopeptitleri
tanir. TLR2'nin 6nemi iizerine genis bir literatiir bilgisi bulunmasina ragmen, patojen
tanima ve konak yanitt konusunda TLR2 ve TLR4 ifadesi ile ilgili insan mononiikleer
fagositlerinin tepkisi hakkinda caligmalar sinirlidir. SP-A, fagositin ana diizenleyicisi
olarak ortaya ¢ikmistir. SP-A; TLR2 ve TLR4 ekspresyonunu diferansiyel olarak
diizenler. TLR2 ifadesinin upregiilasyonuna ragmen, SP-A belirgin sekilde hem TLR2
hem de TLR4 agonistleri tarafindan makrofaj aracili proinflamatuar yanit1 artirir. Altta
yatan mekanizma, hiicresel fonksiyonlarin degistirilmis merkezi fosforilasyonuyla
ilgilidir. MAPK yolunun downregiilasyonu ve NF B'nin deaktivasyonu bu siire¢ ile
ilgilidir (Sekil 5.b). SP-A, akciger alveoller makrofajlarinin biyolojik aktivitesinin
sekillenmesinde 6nemlidir (Henning, Azad et al. 2008), (Ozinsky, Underhill et al. 2000).

16



SP-A’s effect on PRR surface expression i SP-A’s effect on TLR signaling
i

Pam,Cys
Q JERS iR

1/6

ITLRZ, MR, SR-A

surface expression

Macrophage

O SR-A é X‘
- 5

TLR2

Sekil 5.b. SP-A’nin makrofajlarda TLR ekspresyonu ve sinyallesmesini diizenleme mekanizmasi

(Henning, Azad et al. 2008).

Enfeksiyon indiiklii erken dogumu, insandaki gelisim siirecine en yakin hali ile gormeyi
saglayan ve serviksteki TLR dagilimlarini belirleyen herhangi bir c¢alisma
bulunmamakla beraber, yakin zamanda utero-servikal neoplazilerde servikste TLR’ lerin
yliksek ekspresyonunu dngoren ¢alismalar belirmeye baglamistir (de Matos, Candido et

al. 2017).

Dogum siirecini etkileyen ve enfeksiyon siirecinde yer alan 6nemli hiicrelerden biri de
makrofajlardir. Fetal ve maternal bolmedeki makrofajlar, uzun siiredir pek c¢ok
aragtirmanin odaginda yer almistir ve her iki kompartimandaki makrofajlar gebeligin
tliim asamalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler uterin bag dokularinin ve
kan damarlarinin yeniden sekillendirilmesi, trofoblast (fetal hiicre) implantasyonunun
diizenlenmesi, fetal antijenlere karsi bagisiklik toleransi, komsu Idkositlerin
immiinomodiilasyonu ve dogumun baglatilmas1 gibi basarili gebelik i¢in gerekli olan
cesitli islemleri desteklemektedir (Nagamatsu and Schust 2010);(Hamilton, Oomomian

et al. 2012);(Shynlova, Nedd-Roderique et al. 2013).
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Bu islevlerin tamami, en basit seviyede M1 ve M2 olarak adlandirilan makrofaj
polaritesinin veya aktivasyon durumunun sonucudur. Makrofajlar baglangicta M1 veya
M2 polaritesi olarak tanimlanan farkli fenotipleri gosterir. M1 makrofajlar,
antibakteriyel etkinlige sahip olup, hiicre aracili immiin yanita karsi T hiicre yanitini
TH1 yoniinde degistirme kapasitesi gosterir (Mantovani, Sica et al. 2004);(Mills,
Kincaid et al. 2000).

M1 polarizasyonunu tesvik ettigi bilinen harici uyaranlar, E. coli kaynakl
lipopolisakkarit, IFN-y, TNF-a, IL-6, GM-CSF (Martinez and Gordon 2014) ve toll like
reseptor (TLR4) agonistleridir. Buna karsilik, M2 makrofajlari, doku yeniden
modellemesine katilir, immiinosiipresif niteliklere sahiptir ve antikor aracili TH2 immiin

yanitt gelistirir (Mantovani, Sica et al. 2004).

M2 yoniinde polarize hiicreler (alternatif olarak aktive hiicreler) mannoz ve scavenger
reseptorleri bol eksprese ederler ve M2 polarizasyonunu indiikleyen uyaranlar IL-4, 10,

13, 33, TGF-B ve G-CSF’ dir (Brown, von Chamier et al. 2014).

Esas olarak, M1/M2 yoniinde degisebilen makrofaj kutuplasmasi ve fonksiyonu
cevreden alinan sinyal ve buna uyum ile iligkilidir. Basarili gebelik, makrofaj aktivasyon
durumunun hamilelik boyunca diizenlenmesini gerektirir. Gergekten, maternal ve fetal
bolmelerdeki uygun olmayan makrofaj polarizasyonu diisiik (Guenther, Vrekoussis et al.
2012) ve intrauterin paraziter enfeksiyonlar (Liu, Zhang et al. 2013) ile iliskili

bulunmustur.

Gebelik stirecinin her evresinde, makrofajlarin farkli polarite dongiileri gegirdigi
diisiiniilse de enfeksiyonlarda birikmis M1 makrofaj iliskisine sik¢a deginilmektedir.
Ayrica gebeligin 2.trimesterinin sonu ile 3.trimester basinda goriilen M2 makrofajlarin

doguma yakin siirecte M1 olarak degistigi de goriilmektedir (Sekil 6) (Yong, Sacher et
al. 2017).
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Sekil 6. Gebelik Siiresince Makrofaj Polarizasyonu (Yong, Sacher et al. 2017)

2.4. Surfaktan-A (SP-A)’ nin Siirecteki Rolii:

Konaker tarafindan iiretilen bazi maddeler TLR’leri baglayabilir. TLR2 (Henning, Azad
et al. 2008);(Sato, Sano et al. 2003);(Sato, Sano et al. 2003) ve TLR4 (Guillot, Balloy et
al. 2002) i¢in endojen bir ligand olan SP-A insan gebeligi ile 6zellikle ilgilidir. SP-A
fetal alveoler tip II hiicreler ve silsiz brons epitel hiicreleri tarafindan gebeligin 28.

haftasindan itibaren sentezlenir (Gibson 1997);(Goldmann, Kahler et al. 2009).

SP-A, fetal akciger olgunlugunun ana belirleyicisidir ve bu da ex-utero hayatta kalmanin
anahtaridir (Ilievski and Hirsch 2010). Surfaktan ile iligkili dort protein (surfaktan
A/B/C/D) vardir. Bunlardan; SP-B ve SP-C, alveolar membranlardaki yiizey gerilimini
azaltmada rol oynar ve boylece inspirasyonlar arasindaki akciger ¢okmesini onler. SP-A
ve SP-D dogustan edinilen bagisiklikta rol oynar ve ticari olarak temin edilebilen yiizey
aktif maddeler SP-A veya SP-D igermez (Tablo 1) (Condon, Jeyasuria et al.
2004);(Haagsman, Hogenkamp et al. 2008);(Kiiltiirsay, Uygur et al. 2014).
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Tablo 1. Surfaktan Tiirlerinin islevleri ve Ticari Olarak Bulunma Durumlari (Kiiltiirsay, Uygur et al. 2014)

TICARI PREPARATTA
BULUNMA DURUMU

PROTEIN ¢OZUNURLUK

Surfaktanin tekrar sentezi, konak
SP-A Hidrofilik Yok savunma mekanizmasi ve makrofaj
fagozitozunu artirmak

Surfaktanin alveol ylzeyine yayilimi

SP-B Hidrofobik Degisik dlizeylerde mevcut ve lipid tabakasinin olusumu
. . g Ve an .g. i u
SP-C Hidrofilik Degisik dlizeylerde mevcut Fosfolipidlerin, yizeye yapismasi ve
yayilimi
SP-D Hidrofobik Yok Mikroorganizma adezyonu, konak

savunmasina yardimci olmak

SP-A; 18 molekiillii 630 kDa'lik bir oktadecamerdir. SP-D ise, benzer bir molekiil yapisi
ve Ortlisen islevlere sahip olmakla birlikte, farkli caprazlama diizeninde dort trimerden
olusur (Sekil 7, Sekil 8). SP-A, etkilenen reseptor tiirii de dahil olmak iizere ¢esitli
kosullara bagli olarak hem pro- ve hem de anti-inflamatuar etkili olabilir (Wright

2005);(Gardai, Xiao et al. 2003).

SP-B SP-A SP-D

Carbonhydrate
Recognition
Domain (CRD)

Neck Domain

Collagen Like —) —)

Domain

N Terminal
Domain

~8 kDA ~43 kDA ~130 kDA ~630 kDA ~520 kDA

Sekil 7. Surfaktan tiirleri (Winkler and Hohlfeld 2013)’ den uyarlanmustir.

SP-A, collectin (kollajen-lektin) protein ailesinin bir iiyesidir. C-terminal karbonhidrat
tanima bolgesi (CRD), tercihen, kalsiyuma bagimli bir sekilde patojen karbonhidratlara
baglanmaktadir. CRD, hidrofobik bir alfa-sarmal boyun boélgesine, Gly-XY tekrarlt
(trimerler olusturmak ve hiicresel reseptorleri birbirine baglamak i¢in gerekli) kolajendz
bir bolge ve multimer olusumu i¢in 6nemli olan bir N-terminal disiilfit bagi iceren bir

bolgeye sahiptir (Wright 2005).
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Aslinda, SP-A ve SP-D iizerinde yapilan ¢aligmalar tam bir paradox halindedir. SP-A ve
SP-D’nin, patojenlerin uzaklastirilmasini kolaylastirarak ve enfeksiyona karsi pro-
inflamatuvar cevabi arttirarak, dogal immiinolojik tepkiye katki sagladigini bildiren
(LeVine and Whitsett 2001);(Kremlev and Phelps 1994) yayinlar bulunmakla birlikte,
tam tersine, SP-A ve SP-D'nin makrofajlar tarafindan pro-inflamatuar mediator tiretimini
engelledigini belirten calismalar da mevcuttur (Bridges, Davis et al. 2000);(Borron,

Mclntosh et al. 2000).

Farkli olarak SP-A’nin; N-terminal kollajen domeyninin, kalretikiilin/CD91 reseptor
kompleksiyle ligasyonunun pro-inflamatuar etki saglarken, C terminal baglarinin sinyal
inhibitor regiilatér protein-o (signal inhibitory regulatory protein a; SIRPa)’ ya
baglanmasinin anti-inflamatuar etki sagladig1 yoniinde hipotezler de mevcuttur (Janssen,

McPhillips et al. 2008).

TATA ATG
s | 8 | o] (o 3
— A SP-A1 44 bp = s— B SP-A1 30bp C SP-A1 60bp = D SP-A2 26 bp
SP-A2 44 bp SP-A2 30 bp SP-A2 60 bp
a) ——— A’ SP-A1 40 bp B’ SP-A1 70bp — D’ SP-A1 23bp
SP-A2 69 bp SP-A2 23 bp
— AP SP-A1 35 bp
Ligands Surfactant Protein Receptor Effect
SP-R210
of
internali ion of CD14
CR3
Activation of CR3-mediated
phag by
C1gRp

Activation of complement system

SIRP-a
Decrease of SP-A and SP-D binding
affinity for CRT-CD91

CRT-CD91
Phagocytosis of apoptotic cells

TLR-2 and TLR-4
Signaling via MyD88 or TRAF,

Y 1.
Decreased NF-xB activation

CcD14

Decreased expression of TNF-a,
' IL-1a, and IL-1p as well as NF-kB

DNA binding activity,

co-receptor for LPS (TLR-4)

OSCAR
LAM Secretion of TNF-a in alveolar
SP-D macrophages and lung monocytes

Y
[
D
D
T
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4.6 kb 26kb 1.7 kb 4.5kb 304.7 kb 2.9kb 445 kb

15 genes or
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32.36 kDa ‘f\/\/\
3x

43 kDa
ﬂ 3x
\ = 130 kDa

SP-A Octadecamer
(Hexamer of Trimers)

SP-D Dodecamer
(Tetramer of Trimers)

Sekil 8. Surfaktan A ve D molekiiler yapi farklar1 (Vieira, Johannes W.Kung et al. 2017)

Baz1 caligmalara gore ise; bir patojenin yoklugunda, SP-A, Carbohydrate Recognition
Domain (CRD) yoluyla bir hiicre yiizey molekiiliinde (SIRP-a) baglanir. CRD'nin
baglandig1 yabanci bir organizma veya hiicre kompenenti ise serbest kolajen bolgesi
CDO1 ve calreticulin kompleksi vasitasiyla bagisiklik hiicrelerini harekete gecirir. Farkli
reseptorlerin - katilimi  farkli cevaplar ortaya ¢ikarmaktadir. SP-A, SIRP-o'ya
baglandiginda, inflamatuar mediator iretimi engellenir. Aksi takdirde, inflamatuar
mediator tiretimi arttirilabilir. Cogunlukla SP-A, anti-inflamatuar ve anti-infeksiy6zdiir
(Salminen, Vuolteenaho et al. 2011);(Henning, Azad et al. 2008);(Wright 2005);(Gardai,
Xiao et al. 2003);(Hussain, Wright et al. 2003);(Scanlon, Milovanova et al. 2005);(Blau,
Riklis et al. 1994);(Garcia-Verdugo, Tanfin et al. 2008);(Kremlev and Phelps 1994).
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In vitro ve in vivo olarak yapilan bazi ¢alismalar SP-A’ nin farkli mekanizmalarla
patojenlerin eliminasyonunu arttirdigini gostermistir. Bu ¢aligmalar degerlendirildiginde
SP-A’ nin olast etkileri; bagisiklik hiicreleri tarafindan alim igin opsonizasyon,
agliitinasyon/agregasyon, bakteri zarlarinin  permeabilizasyonu, kalip tanima
reseptOrlerinin blokaji, arttirllmis fagositoz ve fagosit reseptdr ekspresyonu, genislemis
siiperoksit etki, arttirllmis kemotaksis ve TLR islevlerinin modiilasyonu olarak

sayilabilir (Wright 2005);(Nayak, Dodagatta-Marri et al. 2012).

SP-A'nin stimiile edici ligand ile dogrudan etkilesime ihtiya¢ duyulmadigini1 ve kismen
TLR2 araciligiyla etkili olabilecegini gdsteren veriler, anti-bakteriyel ve anti-inflamatuar
ozelliklerinin 6zellikle enfeksiyona bagli preterm eylemi dnlemek i¢in birlesebilecegini
gostermektedir. Condon ve arkadaslari tarafindan yapilan bir c¢aligmada, farelerde
gebeligin sonlarina dogru fetal SP-A'nin inflamatuvar bir mekanizma yoluyla dogumun
baslangici i¢in bir intrauterin sinyal gibi davrandig: belirtilmistir (Condon, Jeyasuria et

al. 2004).

Bu gozlem, erken dogum ve inflamatuar yanitlari artirmak icin g¢esitli TLR ligandlarinin
sinerjik etkili oldugunu gdsteren veriler ile birlikte degerlendirildiginde (Ilievski and
Hirsch 2010), erken dogum siirecinde SP-A'nin TLR ligandlar1 ile iliskili olabilecegini
diistindiirmiistiir. Ancak; in vivo ve in vitro yiiriitiilen bir dizi deney sonucu, inflamatuar
etki durumunun diislinlilenin tam tersi oldugu gosterilmistir: SP-A, aslinda, pro-
inflamatuar tiretimi baskilayarak kismen TLR ligandt ile indiiklenen preterm dogum ve
inflamatuar cevaplarin giiclii bir inhibitoriidiir. Bu ¢alismanin sonuclarina gore;
enfeksiyonun bastirilmasi, SP-A'nin TLR uyarimindan 6nce veya sonra olusabilmekte ve
hatta eger uyarict PGN ise SP-A baglanmasi hi¢ ger¢eklesmemektedir. Son olarak, SP-
A'nin bu etkilerinin reseptdr aracili oldugunu ve en azindan kismen TLR2 gerektirdigi
goriilmiistiir. TLR ligandinin indiikledigi preterm eyleme karsi inhibitoér olarak, SP-
A’nin peritoneal makrofajlar ve RAW 264.7 fare makrofaj hattinda, baskilayici etkisinin
oldugu teyit edilmistir (Agrawal, Smart et al. 2013).

23



SP-A’ nin bir¢ok farkli nedenle anti-inflamatuar etkinlik gdsterme potansiyeli yiiksektir;

1) SP-A, insan amnion eksplantlarmin doku kiiltiiriinde, inflamatuvar sitokin varligini
bastirmaktadir (Lee, Romero et al. 2010)

2) Endojen SP-A, insan endometriyumunda ve desidua'da PGF,, liretimini inhibe eder
ve dogum Oncesi desiduaya kiyasla dogum sirasinda belirgin olarak daha diisiik
seviyelerde iiretilir (Snegovskikh, Bhandari et al. 2011). PGF2 alfa ve oksitosinin, farkli
mekanizmalarla, sarkoplazmik retikulumdan Ca*" mobilizasyonunu arttirmak suretiyle
insan miyometriyumundaki hiicre i¢i sinyal molekiiliiniin roliinii {stlenerek AA

salinimini tesvik ettigi diisiiniilmektedir (Hertelendy, Molnar et al. 1995).

3) TLR2" fareler, ikinci gebeliklerinde dogumlarimi yaklasik 12 saat geciktirirken
(Montalbano, Hawgood et al. 2013), SP-A’ y1 asir1 eksprese eden farelerde erken dogum

gorlilmemistir (Salminen, Vuolteenaho et al. 2011).

SP-A’ nin reseptér Ozgiinliiglinlin ve potensinin netlestirilmesi, molekiiler
mekanizmalar igerisindeki yerinin belirlenmesi, tedavi amagli kullaniminin basariya

ulagmasi i¢in dncelikle agiklanmasi gereken yonlerdendir.

Insanlarda, iki adet fonksiyonel SP-A geni (SP-Al ve SP-A2) vardir (White, Damm et
al. 1985). Dogal insan SP-A'simin floresan emisyon spektrumlart ve 25 ve 70 © C'de
farkli rekombinant SP-A formlar1 (SP-Al) ile farkli durumlar i¢in karsilastirilmistir. 5
mM Tris-HCI tamponu (pH 7.2) iginde 275 nm emisyon spektrumunda; 2 mM'lik bir
nihai konsantrasyonda Ca®" ve 4 mM EDTA ilavesinden 10 dakika sonra emisyon
spektrum degerleri dlgiildiigiinde katlanma egrisi, erime 1s1s1 ve floresan emisyonlarinin
farkli oldugu goriilmiistir. SP-A’ nin proteinlerle birlesmesi ve konformasyonel
yapisint  korumasi kalsiyumla iligkilidir. Kalsiyum igeren tampondaki LPS
agregasyonunun dogal insan SP-A ve SP-Alm'nin LPS ile daha fazla toplanmasini
saglayabildigini gostermektedir. SP-Alm ile indiiklenen LPS agregasyonu, dogal insan
SP-A tarafindan indiiklenenden daha diisiiktiir (Garcia-Verdugo, Sanchez-Barbero et al.
2003). Ayrica SP-A’nin molekiiler tanilamasi1 gergeklestirildiginde farkli formlarin farkli
molekiiler agirliklara sahip oldugu goriilmektedir (Sekil 9).
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Sekil 9. Surfaktan A elektroforezi; 12% SDS PAGE (50 mM dithiothreitol) ile indirgenmis (lanes 1-5) ve
4-12% SDS-PAGE indirgenmemis (lanes 6-10) silver staining (Garcia-Verdugo, Sanchez-Barbero et al.
2003).

SP-A; LPS ile etkilesime girdiginde dogrudan agregasyonuna sebep olabilir (Van
Iwaarden, Pikaar et al. 1994). Bu aktivite, alveoler makrofaj aracili fagositozu
kolaylastirir ve endotoksinlerin veya bakterilerin alveoler epitele yapismasini Onler.
(Garcia-Verdugo, Sanchez-Barbero et al. 2003). SP-A lipit A'ya ve rough LPS'ye
baglanir ancak smooth LPS’ye baglanmaz. O111 LPS susu smooth LPS olarak
tanimlanmistir (Van Iwaarden, Pikaar et al. 1994),(Hashimoto, Takahashi et al. 2017).

SP-A, LPS indiiklii alveoler makrofajlar tarafindan iiretilen TNF a’ y1 inhibe edebilir.
LPS icermeyen SP-A, TLR4 aracili NFKB yolunu aktive eder (Guillot, Balloy et al.
2002). Ayrica; SP-A'nin hem CDI14 (cluster of differentiation 14) hem de TLR2’ye
baglandigt da Ongoriilmektedir. Bu etkilesim muhtemelen SP-A'nin LPS ve
peptidoglikan aracili hiicre tepkilerini modifiye etme yetenegi ile iliskili oldugu

varsayilmaktadir (Akira, Takeda et al. 2001).
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SP-A; Ca*" ya da EDTA igeren ortamlarda farkli dozlarda ve farkli siirelerde IL-10 ve
TNF a gibi mediatorlerin diizeylerini etkilemektedir (Kudo, Sano et al. 2004), (Henning,
Azad et al. 2008), (Barr, Pedigo et al. 2000).

Sonug olarak, literatiirde yer alan bilgile degerlendirildiginde, SP-A davraniglarim
aciklama konusunda g¢aligmalar hala yetersiz goriinmektedir. Bu yiizden, bu konudaki
arastirmalarin siirdiiriilerek farkli agilardan ele alinmasi ve etki mekanizmalarinin

yeterince aydinlatilmasi gereklidir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Deney Modeli ve Deney Gruplarimin Olusturulmasi:

Bu arastirmada daha once hi¢ deneye girmemis ve ¢iftlesmemis CD-1 1rk1 48 disi ve 10
erkek fare kullanildi. Disiler ayni cins erkek fareler ile ¢iftlestirildikten sonra, ¢iftlesme
sonrasi vajinal plagin goriildiigii giin; 0.5 olarak kabul edildi. Deneyler i¢in kullanilmasi
planlanan; indometazin ve Anti-SP-A intrauterin (IU) olarak CD-1 fare gruplarina 14.5
dpc (days post coitum) uygulanmistir. Asagida belirtilen deney gruplari olusturulduktan
sonra elde edilen dokular, TLR2, TLR4, COXI, Anti-SP-A, Notch 1, DLL1 ve Jag 2

belirtecleri yoniinden degerlendirilerek sonuglar yorumlanacaktir.

14.5 dpc; fare i¢in corpus luteumun geriledigi, tam plesantasyonun kuruldugu ve M1
makrofajlardan M2 makrofajlara muhtemel bir gecisin oldugunu (Yong, Sacher et al.
2017) disiindiigiimiiz ve ayrica erken doguma baglh sekellerin en sik goriildigi 28.
haftadan sonraki donemi icerisine almasi sebebi ile enfeksiyonun olusturulacagi en

uygun giin olarak belirlendi (sekil 10).

dpc
Decidualization
Implantation ‘
MOUSE 05 35 &8 75 10.5 20.5
Fertilization Placenta Delivery
formed
HUMAN \ Y } \ A }
1St 2nd
trimester trimester 3"
trimester

Sekil 10. Insan ve Farede Gebelik Dénemleri (Trimester-Giin Eslesmesi) (Sones and Davisson 2016)’ den

uyarlanmstir.
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LPS uygulanan deneklerin %100'inde preterm dogumu gerceklestirebilen minimal
bakteri inokulumu, fare bagina 25 ug/100 ul olarak tespit edildi ve bu miktar IU olarak
inokiile edildi. Deney gruplarinda kullanilacak olan etkin SP-A ve LPS dozu hiicre
kiiltiiri  sonrasinda belirlendi. Uygulanacak IND dozu ise 2 mg/kg/fare olarak
gerceklestirildi. IND+LPS uygulanan grupta LPS uygulamasindan 1 giin Once
baglanarak 12 saat ara ile IP 2 mg/kg IND uygulanmistir. Bu doz literatiirde belirlenen
fetal renal ve ndronal hasarin en az goriildiigli doz esas alinarak belirlenmistir. Toplam
hacim, Anti-SP-A/IND’in her biri i¢in ¢oziicii ile birlikte toplam 100 pl olarak
kullanildz.

Deney modeline ait ana gruplar su sekilde belirlendi,

1- Kontrol grubu (NPC), (PC)(n:12); (Gebe Olmayan; n:6, Gebe Olan; n:6). Herhangi
bir uygulama yapilmamis olan bu grup, uygulanan enfeksiydz ve tedavi edici ajanlarin

olusturdugu etki ve degisimi karsilastirmak i¢in kullanilacaktir.

2-Sham grubu (n:6); anestezi ve insizyonel travmanin olusturdugu tesadiifi etkiyi izole

ederek, tedavinin spesifik etkisini ortaya koymak amaci ile kullanilacaktir.

3-PBS grubu(n:6); Uygulanan antikor blogu ya da tedavi edici ajan ile ayn1 voliimde
(100 ul) PBS uygulanan grup

4-LPS (1U) grubu (n:6); enfeksiyoz ajanin intrauterin yol ile uygulanacagi ve arastirilan

molekiiler belirtegler yoniinden olusturdugu etkinin belirlenecegi grup,

5- Tedavi etkinligi belirlenecek ajanlarin (SPA- Block), (IND) (SPA-Block; n:6 ve
IND; n:6)’nin ayn olarak IU uygulandigi grup(n:12); Cervio-uterin bileskede antikor
yardimi ile 20ug/100 ul susturma uygulanarak reseptdr cevabinin izlenecegi ve tedavi
edici ajanlarin belirtilen dozlarda ayr1 ayr1 uygulanacagi ve servikste tek baslarina
olusturacaklar1 etkinin, arastirilan belirtegler yoniinden degerlendirilmesine olanak

saglayacag1 grup,
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6- LPS ve tedavi edici ajanin (IND+LPS)’nin birlikte IU uygulanacag grup(n:6);
tedavi edici ajanlarin enfeksiy0z ajana karsi etkinliginin dogrudan degerlendirilebilecegi

ve tedavi potensinin belirlenebilecegi gruptur.

Cerrahi islemlerden sonra periton ve st deri Vieryl 5.0 (Ethicon) sutur ile dikildi ve
cerrahi islemden 48 saat sonra post-op gozlem gergeklestirildi. Uygulanan islemlere ve

zamanlarini gosteren tablo asagida gosterildi.

vao;::l;an;ll Uygulama Tipi Uygulama Zamani
Grup Ad: n  Ortalama s Sol Surgery co; ::"5'4:’;7";2‘;; LPS  IND  AntiSP-A
(By Respiratory) (IP) (v (IP) (]
1 Non Pregnant Control 6 246 ©) (*+) )
2 Pregnant Control 6 37 ) *+) (C]
3 Sham 6 405 *) *) *)
4 PBS (100u) 6 39 (+) *+) *+)
5 6
5 LPS (25 ug/100 u) 6 = *) ) ) 1112 AM
 Ant-SP-A (10 and 20 ug/100 u) 6 i ) ) ) 11:30 AM
o 18:00 PM
7 Indomethacin Control (2 mg/kg) 6 8 6] +) ) AT
g LPS (25ug/100 ul) + IND (2 mg/kg) 6 90 *) *) “) 11-12 AM

Tablo 2. Farelere Uygulanan islemler ve Zaman Diyagrami

CD-1 tiiri fareler igin agirlik dl¢iitii ve yasam dongiisiine ait siireler sekil 11°de verildi.

! CD-1 Mouse

a
SEXUAL MATURITY
/ (Adult) N ] Mean weight +/-2 standard deviations
- Male

POSTPARTUM MATING
WEANING OESTRUS ‘ CONCEPTION

Sekil 11. Fare Yagsam Dongiisii (a) (Meehan 1984) CD-1 fareler i¢in haftalara gore agirlik tablosu(Charles
River Lab 2017).

Female

Weight in Grams
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LPS uygulamasindan en ge¢ 48 saat sonra, erken dogum gerceklesmektedir (Agrawal,
Smart et al. 2013). SP-A ve IND ile tedavi edilmis veya tedavi etkinliginin arastirildig:
ajanlarin uygulanmadig1 diger gruplarda, LPS uygulamasindan 24 saat sonra, serviks
dokular1 ¢ikarilarak (erken dogum baglayip ilk yavru vajen ya da kafese diistiikten
hemen sonra), deneysel sonuglar yoniinden karsilastirildi. Istatistiksel olarak, uygulama
sonrasi, 10 saatlik bir zaman noktasi, ¢ift yonlii analizde gen ekspresyonu ve protein

diizeyindeki degisikliklerinin saptanmasi i¢in idealdir (Agrawal, Smart et al. 2013).

3.2. SP-A Ekstratinin Hazirlanmasi:

Pulmoner alveoler proteinozis (PAP) surfaktan birikimi ile karakterize edilen ve az
rastlanilan bir akciger hastaligidir. 1958 yilinda Rosen tarafindan tanimlanan pulmoner
alveoler proteinozisin surfaktanin yapimindaki fazlallk ya da yikim siirecindeki
aksakliklara bagl olarak gelistigi diisiiniilmektedir. Bu hastalarda alveol bosluklarinda
Surfaktan Protein A (SP-A), ve surfaktan fosfolipidleri ve dejenere tip II alveol hiicreler
saptanmigtir. Lipoprotein sindirimini {stlenen alveoler makrofajlarin boyutlarinda
normal makrofajlara gore 5-6 kat artis gozlenmektedir. Graniilosit makrofaj koloni
uyaric1 faktor (GM-CSF) genindeki mutasyon, toksik inhalasyon veya hematolojik
bozukluklara sekonder olarak gelisebilen PAP, oto-immiin alveoler makrofaj
aktivasyonuna sebep olabilmektedir. Oto-immiin alveoler proteinozis, tiim vakalarin
%9011 temsil etmektedir ve PAP’1n en sik bi¢imidir. Bu hastaligin diinyada tahmini
goriilme siklig1 0.1/100000° dir (Shah, Hansell et al. 2000);(Borie, Danel et al. 2011).
Alveolar proteinozisli hastalardan toplanan bronsiyal lavaj sivisindan ekstraksiyonla
elde edilen SP-A, Condon tarafindan bildirilen metod ile islenerek hazirlanmaktadir

(Condon, Jeyasuria et al. 2004).

Bu calismada, orneklerin icerdigi toksin miktart kit yardimi ile belirlendi (Genscript
Toxin Sensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit Cat. No. L00350C) ve arkasindan
polimiksin B agaroz jel kullanilarak (ToxinEraser Endotoxin Removal Protocol Kit Cat.

No. L00338) endotoksin dekontaminasyonu gergeklestirildi.
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Islem sonrasi, tekrar endotoksin miktar1 6l¢iildii ve nihai olarak etkin protein diizeyini
belirleyebilmek i¢cin BCA 6l¢timii (Pierce Protein Assay Kit Cat.No. 23225) yapildi.
Olgiimler i¢cin, SpectraMax M2e ROM v3.0.22 kullanilds.

3.2.1. Toxin Sensor Chromogenic LAL Endotoxin Analizi:

Uretici protokolii (Genscript Toxin Sensor Chromogenic LAL Endotoxin Assay Kit Cat.
No. L00350C)(Genscript 2018) takip edilerek; 1.7 ml LAL reaktif suyu eklenerek
Limulus Amebosit Lysate hazirlandi. Sulandirma sonrasi 30 saniye c¢alkalandi.
Kromojenik Substrat 2mM konsantrasyonda ve 1siktan korunarak 1.7 ml LAL reaktif
coziicii ile hazirlandiktan sonra Reconstitute the Color-Stabilizer 10 ml tampon S ile
sulandirildi. Color-stabilizer #2 and #3 her ikisine de 10 mL LAL reaktif suyu ekleyerek
kullanildi. Endotoxin Standard Solution; liyofilize endotoksin standardina (10EU) 2 ml
LAL reaktif suyu eklenerek konsantrasyon 5 EU/ml olacak sekilde ¢oziilerek 15 dakika
boyunca vortekslenerek iyice karistirildi. Kullanmadan 6nce 30 saniye boyunca tiim

diliisyonlar icin vortekslendi. Orneklerin hazirlanist;

1. 100 ul standart veya test numunelerini dikkatlice endotoksin i¢cermeyen tiiplere
eklendi. Tiim numuneler 30 saniye karigtirildi.

2. Her siseye 100 pL sulandirilmis LAL eklendi. 30 dakika boyunca su banyosu
kullanarak 37 ° C'de inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra her bir siseye 100 ul
kromojenik substrat ¢ozeltisi eklendi. Siseler iyice karistirildi. Su banyosu kullanarak
6 dakika boyunca 37 ° C'de inkiibe edildi.

3. Her bir siseye 500 ul sulandirilmis renk dengeleyici # 1 eklendi ve iyice karistirilda.

4. Her siseye 500 ul renk stabilizator # 2 eklendi ve iyice karistirildi arkasindan 500 ul
renk stabilizator # 3 eklendi. Her birinden 200ul, 96 welle aktarildi.

5. Spektrofotometre kullanilarak endotoksin igerigi Microplate Reader SpectraMax M2

545 nm absorbansda okundu.

Bu sekilde 6rneklerin icerdigi endotoksin miktarlar1 belirlendi.
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3.2.2. Toxin Eraser Endotoxin Uzaklastirma:

Uretici protokolii (ToxinEraser Endotoxin Removal Protocol Kit Cat. No.

L00338)(Genscript 2018)’ne gore;

1.

Kolon Aktivasyonu: 5 ml soguk rejenerasyon tamponu eklenerek kolon yikandi.
Debi hizin1 0.25 ml / dak olarak ayarlandi. Sistemi endotoksinsiz yapmak i¢in
yikama agamasi iki kez daha tekrarlandi. Rejenerasyon tamponu kullanarak kolonun
duvarmi yukaridan asagiya durulandi. Bu islem 1.5 ml'lik bir siitun i¢in yaklasik 60
dakika stirmektedir.

Kolon Dengeleme: 6 ml dengeleme tamponu eklenerek tamponun 0,5 ml / dak
hizinda tamamen bosalmasina izin verildi. Dengeleme adimimi iki kez daha
tekrarlandi. Bu islem yaklasik 40 dakika stiremektedir.

Endotoksin Kaldirma: Siitun dengelemesinden sonra ornek eklenerek akis hizi
kontrolii dakikada 10 damla olarak ayarlandi. 1,5 ml hacimden sonra Ornek
toplamaya baslandi. Numune tamamen siituna girdikten sonra, numuneyi geri
kazanmak i¢in 1,5 ml dengeleme tamponu eklendi. Protein Ornegi igeren
fraksiyonlar1 toplandi. Nihai endotoksin seviyesi, istenen endotoksin seviyesinin
iizerinde olan 6rnekler i¢in islem tekrarlandi.

Stitunun Depolanmasi. Kolonun saklanmasi i¢in, 10 ml dengeleme tamponu ile
yikandi ve kolonun tamamen bosaltildi. 1.5 ml rejenerasyon tamponu eklenerek (%

20 etanol igerir). 2 °C ile 8 °C arasinda saklandi.

3.2.3. Bicinchoninic Acid (BCA) Olgiimii:

Uretici protokolii (Pierce Protein Assay Kit Cat.No. 23225)(ThermoFisher 2018)

uyarinca gerekli toplam working solution (WR) hacmi belirlendi. Her standart veya

bilinmeyen numuneden 25ul pipetlenerek well igerisine eklendi (¢aligma araligi = 5-

250pg /ml). 200 ul wr eklenerek 30 saniye boyunca plaka calkalayicida iyice karigtirildi.
37 ° C'de 30 dakika inkiibe edildikten sonra oda sicakligina 562 nm'de absorbansi

Microplate Reader SpectraMax M2 dl¢iildii.
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3.3. Coomassie Blue Boyamasi:

Coomassie boyalar1 (R-250 ve G-250), protein bantlarin1 parlak mavi boyayan
disiilfonatlanmig trifenilmetan boyalaridir. Boyalar elektrostatik etkilesimler ile,
protonlanmis bazik amino asitleri (lisin, arginin ve histidin) ve hidrofobik aromatik
kalintilar1 birlestirir. Boya, poliakrilamide yiiksek afinite ile baglanmaz, ancak jel
matrisine diisiik afinite ile niifuz eder. Coomassie boyalar1 genel olarak bitis noktast
boyalar1 olarak igslem goriir, bu da fiksasyon ve boyama asamalari i¢in 6nemli zaman
esnekligi saglar. Coomassie boyalar1 kovalent degildir ve geri doniisiimliidiir (Steinberg
2009).

Boyama i¢in 200 ug/ml protein yiikii her bir yiikleme kuyucugu icin 6rnegin igerdigi
(SP-A ve fragmentleri olan CDM, PL, KINK, GLOB) total protein miktarina gore
hesaplandi. RIPA lizis buffer (ThermoFisher Cat No 89900) ve leammli sample buffer
(Biorad Cat No 1610737) ile kombine edilerek 15 ul total lizat yiiklendi. Endotoksin
arindirmasi uygulanmis 6rnekler PL, KINK, GLOB, CDM ve SP-A kullanilmistir. Tim

ornekler, 95° C de 5 dk kaynatilarak buz iizerine alindu.

%4-12’ lik Bis-Tris jel (ThermoFisher-Novex Cat No NP0321) kullanilarak yapilan
ylikleme sonrasi yiirlitme tanki 1X MES SDS Running Buffer (Thermo Fisher Cat No
NP0002) ile dolduruldu. 100 V da 1 saat 45 dk elektroforez (BioRad Power Pac 3000)
uygulandiktan sonra % 50 methanol and % 7 acetic acid soliisyonu ile 15 dk
prefiksasyon yapilan jel daha sonra ultrapure saf su (Invitrogen- Cat No 10977015) ile
3x5 dk yikandi. Arkasindan, GelCode Blue Stain Reagent (ThermoFisher Cat No
24590), iiretici Onerisi dogrultusunda kullanildi ve jel 1 saat siireyle boyandi. Boyanan
jel, daha sonra bandlarin gelistirilebilmesi i¢in 2 saat boyunca ultrapure saf su ile

yikandi.

3.4. LPS Uygulamasi:

Lipopolisakaritler (LPS), Gram-negatif bakterilerin hiicre duvarinin karakteristik
bilesenleridir. Tipik bir LPS molekiilii, lipit A'ya (bir glukosamin bazli fosfolipit),
nispeten kisa bir c¢ekirdekli oligosakarit ve bir distal polisakarite (O-antijen) sahiptir.

LPS'ler dis zarin biitiinliigiine katkida bulunur ve hiicreyi safra tuzlarinin ve lipofilik
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antibiyotiklerin etkisine karst korur. LPS ve lipit A kismi, ortak patojen ile iliskili
molekiiler desenleri (PAMP'ler) taniyan Toll benzeri reseptor protein ailesinin bir tiyesi
olan Toll benzeri reseptér 4 (TLR4) ile dogal immiin sistemin hiicrelerini uyarir. LPS;
konakgi hiicreleri, TLR2 ve TLR4 araciligiyla uyarirlar. Bu stimiilasyon, TNFa (tlimor
nekroz faktorli), IL-1 (interlokin 1) ve IL-6 gibi cesitli proinflamatuar sitokinlerin
tiretilmesine neden olur. Escherichia coli (E.coli) O111: B4 kaynakli lipopolisakaritler
(LPS'ler), E.coli serotip O111: B4'ten ekstrakte edilen bir fenoldiir ve makrofajlarin
uyarilmasi i¢in de kullanilabilir (Sigma-Aldrich 2018). LPS’ nin yar1 dmrii yaklasik 12
saat olarak belirlenmistir (Huang, Liu et al. 2007).

Bu ¢alismada, LPS (Lipopolysaccharides-Escherichia coli O111:B4; Sigma, L2630-10
mg), total voliim 25 ug/100ul olacak sekilde hesaplandi. 10 mg stok 5 ml steril PBS ile
coziilerek 2mg/ml ¢alisma soliisyonu elde edildi. Her bir fare i¢in, uygulanan miktar,
PBS ile ¢oziilmiis 100 ul’ dir. Hiicre kiiltiirii i¢in, 0.2 ng/100ul uygulama dozu tercih
edildi. Uygulanan dozlar, fare agirliklart ve hiicre kiiltiiriinde kullanilacak medium

miktarina gore hesaplanarak uygulandi.

3.5. Hiicre Kkiiltiirii:

S1v1 nitrojen igerisinde saklanan hiicreler ve deney 6zelligine gore segilerek kullanilacak
olan RAW/ RAW Blue hiicreleri 37°C su banyosu icerisinde hizli bir sekilde ¢oziilerek,
DMEM (Gibco, 11965092), %10 FBS (Gibco, LS26140079) ve 2 mM L-glutamin
(ThermoFisher, Cat No 25030081) i¢eren temel medium ile %35 CO, igeren 37°C etiivde
asagida belirtilen ortamlarda biiyiitiildii ya da test edildi. T25 flask (Falcon, Cat No
10350391) igerisinde pasajlanmis ve HeraCell 150 CO, etiivde inkiibe edildi. Hiicre
miktarlar;, 1x10° ve 2x10" olacak sekilde deneylere alindi. Deneyler konfluens en az
%80-90 iken gergeklestirildi ve %100 konfluense izin verilmedi. Bu konfluens orant,

gece boyu inkiibasyon ile saglanmis hiicreler ertesi giin kullanilmistir.

3.5.1. Raw ve Raw Cell Blue Hiicre Kiiltiirii:

RAW-Blue hiicreleri (Invivogen, Cat No Raw-Sp-Mouse Macrophage Reporter Cell
Line Version # 16123-MM) RAW 264.7 makrofajlarindan (Mouse RAW 267.4
macrophage cells, ATCC TIB-71) tiiretilir. Bu hiicreler embriyonik alkalin fosfataz
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(SEAP) genini eksprese eder ve bu gen NF-kB ve AP-1 transkripsiyon faktorleri
tarafindan indiiklenebilir. RAW-Blue Hiicreleri RIG-I, MDA-5’in yam1 sira tim
TLR’leri (TLRS harig), ifade ederler. NOD1 ve NOD2 yanisira, TLR3 ve NODI'in
ifadesi cok dusiiktiir. Bu reseptorlerin spesifik agonistlerinin varligi, sinyallemeyi
indiikler ve NF-kB ve AP-1'in aktivasyonuna yol acarlar. RAW-Blue hiicreleri yiiksek
seviyede Dectin-1 ekspresyonu yaparlar.

Raw Blue hiicrelerin Zymosan ile ya da 1s1 ile oldiiriilmiis maya preparasyonlart ile
indiiksiyonu Dektin-1'e bagl bir NF-kB aktivasyonudur. RAW-Blue hiicrelerinde NF-
kB ve/veya AP-1 aktivasyonu SEAP salgilanmasina yol agar. QUANTI-Blue Analizi;
SEAP’1in algilanmasinda ve Ol¢iilmesinde kullanilir. RAW-Blue hiicreleri Zeocin ve
G418'e dayaniklidir. Hiicreler Zeocin ilave edilmis biiylime ortaminda tutularak SEAP

kodlayan plazmid aktivasyonu korunmustur (Invivogen 2018).
(Calismada, iiretici Onerileri dogrultusunda biiylime ve test ortami hazirlandz;

Biiytime Ortami: DMEM, 4.5 g/l glukoz (Gibco, 11965092), %10 fetal bovin serumu
(FBS) (Gibco, LS26140079), 100 ug/ml Normocin (Invivogen, Cat No ant-nr-1), 2 mM
L-glutamin (ThermoFisher, Cat No 25030081) ve Zeosin (200ug/ml) (Invivogen, Cat No

ant-an-znl).

Test Ortam1i: DMEM 4.5 g/l glukoz, %10 1s1 ile inaktive edilmis FBS (30 dakika 56°
C'de), 100 ug/ml Normocin, 2 mM L-glutamin

Hiicrelerin inkiibasyonu icin, 6 well ve 96 well plate kullanildi. PCR teknigi ile, LPS

icin en uygun etkili dozun 0.2 ng/ml oldugu belirlendi.

3.6. Quanti-Blue Analizi: 250 ml'lik steril bir cam sise icerisine QUANTI-Blue
(Invivogen Cat No rep-gbl, Version 18L10-MM) igerigi eklenerek 100 ml steril su ile
karistirildi.  Yavagga 30 dakika boyunca 37°C su banyosunda isitildi. 96 well plate
icerisine 20 ul supernatant ve 180 ul sulandirilmis QUANTI-Blue eklendi ve kalan kisim
-20°C'de tekrar kullanilmak {izere saklandi. QUANTI-Blue 1siktan korunarak SEAP
aktivitesi 620-655 nm’ de Microplate Reader SpectraMax M2 ile 6l¢iildii.
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3.7. Polymyxin Denaturasyonu:

Hiicre kiiltiiriinde, Endotoksin arindirma iglemi amaci ile kullanilan filtre sisteminin
icerdigi Polymyxin B igeren boncuklarin, islem sirasinda sizintiya baghh bir etki
olusturup olusturmadigint incelemek amaci ile, normal PBS filtre sisteminden
gecirildikten sonra R-PBS (Removal PBS) elde edilmistir. Elde edilen ({iriin,
kaynatilmaksizin veya 110°C’ de 20 dakika kaynatilip Polymyxin B etkisi ortadan

kaldirilarak akarkasindan Quanti-Blue analizi ile degerlendirildi.

3.8. RT (Real Time)-PCR:
RT-PCR, c¢esitli doku ve hiicre tiplerinde, gelisimsel zaman dilimlerinde gen
ekspresyonunu karakterize etmek ic¢in yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu

yontem cDNA klonlamak i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Bachman 2013).

Calismada, hiicre kiiltiirii lizatlarindan (Mouse RAW 267.4 macrophage cells, ATCC
TIB-71) RNA eldesi i¢in, trizol reaktifi iiretici protokolii dogrultusunda (Invitrogen, Cat
No 15596026) kullanildi. Lizatlar i¢in, 1 ml TRIzol Reaktifine 0.2 ml kloroform
eklenerek, ornekler 15 dakika boyunca 4 © C'de 12.000 x g'de santrifiijlendi. RNA iceren
renksiz faz, yeni bir tiipe aktarildi. RNA'min miktar1 ve kalitesi spektrofotometrik
(Thermo fisher Nanodrop 2000) olarak dogrulandi. 2 pg toplam RNA, cDNA sentezi
icin kalip olarak kullanildu.

Kantitatif RT-PCR ile IL-1p mRNA'nin indiiksiyonunu belirlemek igin, cDNA,
tireticinin protokolii tarafindan tarif edildigi gibi Tagman Gene Expression Master Mix
(Cat no 4369016) ve Supermix (Quanta-Lot 020892) sentez kiti kullanilarak IL1b
(Mm00434228-m1)’ nin ekspresyon analizleri (Applied Biosystems) icin kullanildi.
Reaksiyonlar; 0.5 pul cDNA iceren 10 pl 'lik bir karisim i¢inde dupleks RT-PCR, ilgili
geni amplifiye eden bir primer ¢ifti ile ayni tiipte bir i¢ referans gliseraldehit 3- fosfat
dehidrojenaz (GAPDH- Lot 4351309) kullanilarak gerceklestirildi. Thermocycler
(Applied Biosystems-Veriti) parametreleri; 2 dakika 50°C, 10 dakika 95°C, 15 saniye
95°C 'lik 40 dongii ve 1 dakika boyunca 60°C 'dir. Gen ekspresyonunun yari nicel
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analizi, GAPDH ile ilgi genin ekspresyonunu normallestiren karsilastirmali CT (AACT)
metodu kullanilarak yapildi. Ornekler ve standartlar, triplicate olarak calisildi. ABI
StepOnePlus RT-PCR yazilimi (Applied Biosystems, Carlsbad, CA) ile, sonuglar

okundu ve degerlendirildi.

3.9. Immiinohistokimyasal Analiz:

Dokular; Anti-SP-A (abcam, 115791), COX1(abcam, 109025), TLR2 (thermo, PAS5-
11592), TLR4 (abcam 13556), Notchl (cellsignal, DIE11), DLL1 (abcam, 10554) ve
Jag-2 (abcam, 109627), Mast Cell Tryriptase (bios-2725R) ve Macrophage Cd-11b
(ab13357) protein lokalizasyonlarinin degerlendirilebilmesi amact ile asagidaki

islemlerden gecirilmistir.

Serviks dokulari %10’luk formalin (Merck (%37) Cat No 818708) hazirlanarak bu
fiksatif icerisinde dokular 24 saat bekletildi. Arkasindan 3 saat boyunca ¢esme suyunda
yikandi. Daha sonra sirasiyla %70, 80 ve 90’lik etanol (Sigma Cat No 459844)
serilerinde 24 saat boyunca tutuldu. %100’liikk etanolde 3 saat tutulduktan sonra ksilol
(Sigma Lot No 534056) icerisinde yaklasik 5 dakika tutularak seffaflagtirma islemi
gergeklestirildi. Seffaflastirilan dokular 3 saat boyunca 56°C’lik etiivde bulunan parafin
icerisinde bekletildikten sonra blok hazirlanmak {iizere temiz parafin igeren kalip
icerisine gomiildi. Bloklar mikrotoma yerlestirilerek 5 mikrometre kalinliginda kesitler
alindi, su banyosunda diizlesmeleri saglandiktan sonra siiperfrost lamlar (Menzel
Superfrost Plus Cat No 4951) iizerine aktarildi. Kesitler gece boyunca oda 1sisinda

kurutuldu.

Kesitleri yikamak i¢in kullanilan 1X PBS (Phosphate Buffer Saline) hazirland1 (2 litre
distile su i¢inde 2,85 gr Disodyum Hidrojen Fosfat (Na2HPO4) (Merck Cat No
567547;), 0,8 gr Potasyum Hidrojen Fosfat (KH2PO4) (Merck Cat No M1048771000),
16 gr Sodyum Kloriir (NaCl)(Merck Cat No 1.06400.1000), 2M NaOH ile
pH=7,4). Boyama Oncesi Sitrik Asit tamponu (900ml distile su igerisinde 2,1 gr Sitrik
asit (C6H807.H20) (Merck Cat No 1.0044.1000), 2M NaOH ile pH=6,0) ve endojen
peroksidaz aktivitesinin giderilmesi amaciyla %3’liik H202 Soliisyonu (sale icerisinde

82 ml metanol (CH3OH) (Merck Cat No 1.06009.2500) ve 8 ml %30’luk H202 (Sigma
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Cat No 18312) hazirlandi. Bloklama i¢in Ultra V Block (Thermo Scientific Cat No TA-
125-UB;), Sekonder Antikor olarak Biotinli Anti-Rabbit IgG (kegide iiretilmis) (Vector
Laboratories, Cat No BA-1000), Streptavidin Horseradish Peroxidase (HRP) (Invitrogen
Cat No 85-9043), Kromojen Diaminobenzidine tabletleri (Sigma Cat No D4168), Zit
boyama i¢in Mayer Hematoksilen (Merck Cat No 1.09249.1000), Kapatma Soliisyonu
olarak Kaisers Gliserin Jelatin (Merck Cat No 1.09242.0100) boyama protokoliiniin
diger agamalarinda kullanilmistir. Kesitler Axioplan mikroskop ile (Zeiss, Almanya)
incelendi ve fotograflandirildi. Image J (1.52 V) yazilimi ile ekspresyon diizeyleri

karsilastirildi.

3.10. Protein Ekstraksiyonu ve Western Blot Analizi:

Elde edilen dokularda Anti-SP-A (abcam, 115791), COXIl(abcam, 109025), TLR2
(Thermo, PAS5-11592), TLR4 (abcam 13556), Notchl (cellsignal, D1E11), DLL1
(abcam, 10554) ve Jag2 (abcam, 109627), Mast Cell Triptaz (bios-2725R) ve
Macrophage Cd 11b (ab13357) protein diizeylerinin degerlendirilebilmesi amact ile

asagidaki islemler gergeklestirilmistir;

Serviks dokular1 i¢in kullanilacak Lizis Tampon Soliisyonu [(Lysis Buffer) (0,01 M Tris
(0,6gr Tris (Merck, Cat No 1.08387.2500)] 40 ml distile suda c¢oziilerek hazirlandi
(pH’s1 HCI ile 7,4). Son hacim 50 ml’ dir. Sodyum-ortovanadate (0,184 gr Na-
orthovanadate; Sigma, Cat No L4390), 10 ml Tris (pH:10;0,1M tris:0,6gr/50ml) ile 1s1
yardimiyla ¢oziildii. Proteaz Inhibitor Kokteyli (Sigma, Cat No P8340) lizatler igin
kullanildi.

Serviks dokularmin bulundugu ependorf tiipleri (-80) °C’den ¢ikarilarak buz iizerine
konuldu. Dokular tartilarak tiip igerisine alind1 ve doku ornekleri, 0.2 gr doku i¢in 600ul
liziz tampon ve 10ul proteaz inhibitor kokteyli kullanildi. 1 saat boyunca buz iizerinde
inkiibe edildikten sonra sonikatdr ile homojenize edildi. Ornekler 15000 g’de +4°C’de
10 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatant toplandi. Bu lizatlarin i¢erdigi protein
miktarlar1 BCA kiti (Pierce, Cat No 23225) kullanilarak o6lgiildii. Arkasindan SDS-
Poliakrilamid Jel Elektroforezi uygulandi. Bu islem i¢in %4-12 Bis Tris Plus Jel sistemi
(Invitrogen Cat No, NWO04120BOX) kullanildi ve 120 V 60 dakika elektroforez
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gerceklestirildi. Arkasindan blotlama iBlot Dry jel transfer sistemi (Invitrogen, IB1001)
kullanilarak yapildi. Membran primer antikorun dilue edildigi bloklama soliisyonu (%1
Tween-20 ilave edilmis Tris tamponlu tuz soliisyonu-TBS) ve %5’lik yagsiz kuru siit
tozu kullanilarak oda 1sisinda 1 saat bloklandi. %5’lik yagsiz kuru siit tozu ile
hazirlanmig primerler ile membranlar gece boyu karistirict iizerinde +4°C*de inkiibe

edildi. Inkiibasyon sonrasinda TBS-T ile 3x10 dakikada yikandh.

Membranlar, primer antikor i¢in uygun sekonder kullanilarak Peroxidase igaretli Anti
Rabbit (1/2000) sekonder ile oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. iBu islemden sonra
TBS-T ile 3x10 dakika yikandi.

Membran SuperSignal Chemiluminisans (CL)-HRP ile 5 dakika inkiibe edildi.
Membranlar karanlik oda igerisinde hiperfilme aktarildiktan sonra membran iizerindeki
protein diizeyleri Image J (1.51 R) yazilimi ile belirlendi ve kantitatif olarak protein

seviyeleri karsilastirildi.

3.11. istatistiksel Analiz:

Stirekli degiskenler (goreceli mRNA seviyeleri) Student's t-testi veya ANOVA ile
degerlendirilecektir veya veriler normal dagilmadiginda ve iki grup karsilastirildiginda
Mann-Whitney U testi kullanildi. Veriler normal dagitildiginda, gruplar c¢oklu
kiyaslamalar i¢in Dunn'in post-hoc analizi ve Kruskall-Wallis testi ile karsilastirildi.
Kategorik degiskenler (6rnegin preterm dogum), Fisher's kesin testi kullanilarak analiz

edildi. P<0.05 istatistiksel analizlerde anlamli fark olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Bicinchoninic Acid (BCA) Olciimleri:

Orneklerde mevcut protein miktarinin belirlenmesi amaci ile, endotoksin arindirma
islemi Oncesinde (Sekil 12.a) ve sonrasinda (Sekil 12.b) BCA ile protein miktari
belirlendi. Boylece, islemler sirasinda baslangica gore ne kadar protein kaybi oldugu

belirlenebildi.

a b
Concentration Concentration
300 300
y=530,5x +0,7675 y=667,35x+0,979
R?=0,99959 2=

250 / %0 R? =0,99942
200 200

150 ¢ Concentration 150

4 Concentration
/ —Dogrusal (Concentration) / —Dogrusal (Concentration)
100 / " /
50 50

; 0 01 02 03 04 05 g 0 01 02 03 04
a
OD subtract |Calculated concentration |Concentration corrected for
Sample OD value blank (ug/ml) dilution (ug/ml)
FL 1:50 C2 0,161 0,075 40,6 2028
PL UND C3 0,115 0,029 16,2 16
KINK UND Cs 0,256 0,170 91,0 91
GLOB UND C7 0,27 0,184 98,4 98
CDM UND C9 0,128 0,042 23,0 23
b
OD subtract |Calculated concentration |Concentration corrected for
Sample OD value blank (x) (ug/ml) dilution (ug/ml)
Negative Control Cl 0,058 -0,025 -15,7 -1
KINK UND D2, 0,096 0,013 9,7 10
GLOB UND D3 0,131 0,048 33,0 33

Sekil 12: Bicinchoninic Acid (BCA) Olgiimii; a. Ikinci kez endotoksin uzaklastirma islemi uygulanmadan
énce Orneklerde mevcut protein iceriginin belirlenmesi b. Ikinci kez endotoksin uzaklastirma
gerceklestirilen KINK ve GLOB i¢in uygulama sonrasi dlgiilen protein degerleri. FL: Full length: Tam
uzunlukta SP-A, UND: Dilue edilmemis.
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Tam uzunluktaki SP-A (FL) ve dilue edilmemis (UND) farkli SP-A fragmentleri BCA
Olciimii sonrasi karsilastirildiginda, iki kez endotoksin uzaklagtirmasi yapilan KINK i¢in
yaklasik %88.9 GLOB i¢in %66.3 protein kaybi goézlenmistir. Polimiksin bagl
boncuklar ile gerceklestirilen endotoksin uzaklastirma islemi sirasinda uzaklastirilmis
endotoksine karsin, biiylik miktarda protein kayb1 ger¢eklesmis oldugundan, daha sonra
yapilacak uzaklastirma iglem sayisini sinirlamaktadir. Bununla birlikte hiicre kiiltiiri

deneylerinde elde edilen diisiik konsantrasyonlu proteinin etkinligi gozlemlenmistir.

4.2. Toxin Sensor Chromogenic LAL Endotoxin Analizi ve Toxin Eraser Endotoxin

Uzaklastirma:
Concentration
1,2
10 y=04332x-0,1981x + 0,0285
R*=0,99777 :
0,8
® (Concentration
0,6
i weeeeeenes Polinom
0,4 - (Concentration)
0,2 .
o ¥
0,0 +o 8 Rooco”
0 0,5 1 15
Calculated Concentration Concentration
OD subtract concentration corrected for corrected for

Sample OD value blank (EU/ml) dilution (EU/ml) dilution (ng/ml)
Removal PL 1:1000 Cl1 0,381 0,26 0,022 22,397 2,240
After KINK 1:5000 C3 0,351 0,23 0,019 96,401 9,640
After KINK-REDO 1:1000 C6 0,326 0,21 0,017 17,173 1,717
After GLOB-REDO 1:5000 D4 0,394 0,28 0,024 119,733 11,973
Negative Control D5 0,160 0,04 0,014 0,014 0,001

Sekil 13: Toksin uzaklastirma iglemi 6ncesi drneklerde tespit edilen toksin miktarlar
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Endotoksin arindirma islemi dncesinde, orneklerde mevcut olan endotoksin miktari
tespit edildi. Olgiimlerde, endotoksin igerigi baslangicta dlgiilerek (Sekil 13) 1-2 ng/ml
(Endotoxin Units) degerine olabildigince yakin degerler elde edilmesi amaglandi. Ancak
endotoksinden arindirma islemi sirasinda yiiksek miktarda protein kaybinin goriilmesi
tekrarli endotoksin arindirma basamagini smirlamigtir.  Bazi  proteinlerin - belirli
ligandlara baglanmasi engellenmeden endotoksine sikica baglanir. Bu durumda, protein
endotoksin ile endotoksin arindirma reginesine bagli kalarak muhtemelen ilgili protein

kaybina neden olur (Genscript 2018).

Her deney kurgusunda, onceki basamakta Olciilen bir 6rnek sabit tutularak, sonraki

deney i¢in sistemin dogru sekilde ¢alisip ¢aligmadigr test edildi.

Concentration

1,200
1,000 y.=0.3566x2-0.0737x+0.017 .
R*=0.99839

0,800

0,600 - @ Concentration

0,400

---------- Polinom.
(Concentration)
0,200
° .
0,000 @@
0,000 0,500 1,000 1,500 2,000
Calculated Concentration Concentration
OD subtract concentration corrected for corrected for

Sample OD value blank (EU/ml) dilution (EU/ml) dilution (ng/ml)
Removal PL 1:10 1 1,678 1,62 0,849 8,493 0,849
Removal PL 1:50 2 1,300 1,25 0,454 22,711 2,271
Removal PL 1:250 3 0,655 0,60 0,066 16,479 1,648
After CDM 1:50 6 0,273 0,22 0,006 0,295 0,029
After CDM 1:1250 8 0,097 0,04 0,021 25,978 2,598
After KINK 1:250 11 1,197 1,14 0,368 92,006 9,201
After KINK 1:1250 12 0,649 0,60 0,064 79,993 7,999
After GLOB 1:1250 16 1,632 1,58 0,795 993,253 99,325
Negative Control 17 0,054 0,00 0,029 0,029 0,003

Sekil 14: Toksin uzaklastirma igslemi sonrast 6rneklerde tespit edilen toksin miktarlari
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FL SP-A, PL ve CDM ve REDO KINK i¢in endotoksin miktar1 kabul edilebilir diizeyde
iken ikinci kez endotoksinden arindirilarak ¢alisilan 6rneklerde (REDO) (Sekil 14) elde
edilen endodoksin degeri; ilk dl¢lim ile karsilastirildigina After GLOB REDO i¢in %88
azalma elde edilmek ile birlikte protein miktarinin %60 azalarak 33 ug/ul’ ye kadar
inmesi nedeni ile arindirma islemi tekrarlanmadi. Farkli diliisyon ve olgiim degerleri
karsilastirilarak, OD degeri Ol¢iim araligi disinda kalan degerler disarida birakildi ve

analiz aralifinda yer alan degerler, uygun olarak degerlendirildi.

4.3. Coomassie Blue Boyamasa:

198 LI | |
LI | 1
1 1
us 11 |
(] 1
62 o :
SP-A DY E : 1
o
a9 | 1 u
- P80 I 1
I all
s % 1 : o
LB |
28 ”."‘ e - GLOB ‘/ E :
=21 IONIC Gaa
A7 1
I'ae
14 =
[] —
Gg8 11X
o - com N1
a O

Sekil 15: SP-A ve fragmentlerine ait %4-12’ lik jel iizerinde 200 ug/ml protein yiikii ile goriintiilenen kDa
degerleri. SP-A Mo: Surfaktant Monomer, SP-A Di: Surfaktant Dimer, GLOB, KINK, CDM, PL: SP-A’

ya ait diger fragmentler.
Coomassie Blue boyamasi ile, tam uzunluktaki SP-A ve SP-A mutantlarina ait

fragmentlerin molekiil agirliklariin belirlenmesi ve jel iizerindeki lokalizasyonlarinin

gosterilmesi amaci ile bu boyama teknigi kullanilda.
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Molekiiler yap1 olarak tam uzunluktaki SP-A yapis1t monomerik (24 kDa) ve dimerik
(50-60 kDa) olarak belirlendi. Coomassie Blue boyamasi ile SP-A fragmentlerine ait
kDa degerleri KINK:22 kDa, GLOB:28 kDa, PL:2 kDa ve CDM:4 kDa olarak
belirlendi)

4.4. LPS Uygulamasi ve RT-PCR:
Fare modelinde kullanilaca dozlarin belirlenebilmesi ve LPS dozu ile inkiibasyon
stiresinin hiicreler iizerindeki etkisinin degerlendirilebilmesi amaci ile RAW Blue

hiicreleri kullanildi. (Sekil 16).

“!

PSeRM s

20.000 hicre saat:10.00 20.000 hicre saat:18.00

Sekil 16: 2x10* **¥ B hiicreleri ile gergeklestirilen kiiltiirde 0.2 ng/ml LPS’ ye bagh cevabin Quanti-Blue

ile 6l¢timii

Hiicre kiiltiriinde 10x10* hiicre iizerinde uygulanan 0.8, 0.4 ve 0.2 ng/ml LPS
indiiksiyonu sonrasi hiicreler iizerinde iki kat ya da daha fazla cevap olusturacak ancak
toksik etkisi en az doz olacak sekilde doz belirlenmeye calisiimistir. Uygulama
sonucunda; LPS cevabinin 2 saat inkiibasyon sonrasi basladig1 ve dlgiilebilir cevap igin
en az 3 saatlik bir bekleme siiresinin gerekli oldugu tespit edildi. 0.2 ng/ml LPS i¢in 2 ve
3 saatlik cevabin benzer oldugu goriildii (Sekil 17.a).
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10x10* ve 2x10” hiicre igeren iki farkli well igerisinde 0.2 ng/ml LPS i¢in zaman-doz
grafigi incelendiginde, her iki hiicre grubu i¢in de, en iyi cevabin 5 saat sonunda elde
edilebildigi belirlendi. Hiicre miktarinin fazla olmasi, 5 saat sonunda cevabin siddetini
artirmakta ancak 2x10* hiicre ile devam etmek cevap benzerligi ve kompenentlerin

miktarsal azlig1 nedeni ile uygun bulundu. (S$ekil 17.b).

X Bl " .
Doz Bagmii LPS Indilksiyonu Zaman Bagimh LPS Indiiksiyonu

i

PBS 10x104 cell/we ws0.8 PS04 9502 PBS 102104 cell/well s PBS 2x104 cell/well s

Sekil 17: a.10x10" hiicre ile gergeklestirilen Quanti-Blue dlgiimleri sonucu doza bagimli zaman grafigi ve
b. 10x10* ve 2x10* hiicre ile gergeklestirilen kiiltiirde zamana bagli olarak 0.2 ng/ml LPS’ ye verilen cevap

grafigi.

Elde edilen dozlar i¢in, PCR uygulamasi yapildi ve IL1B ekspresyonunu etkileme
durumu gozlendi. Bu teknik ile, en az toksisite olusturmasi bakimindan 0.2 ng/ml ile
olusan etkinin kontrole gore en az 2 kat ya da daha iizerinde olmasi yeterli kabul edildi

(Sekil 18). Bundan sonraki uygulamalarda LPS indiiksiyonu i¢in bu doz kullanildi.
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Quantitative analysis of Multiplex Real time PCR for IL1b and GAPDH
IL1B relative to GAPDH
No Name CtiL1b Ct GAPDH Delta Ct

12 1 control 1 0 22,484 22,484
2 control 1 0 22,314 22,314
1 T 3 control 2 0 22,555 22,555
4 control 2 0 22,453 22,453
08 5 control 3 0 22,732 22,732
6 control 3 0 22,872 22,872
06 ¥ Rel quant RNA 7 LPS1 34,439 22,628 11,811
8LPS1 34,216 22,749 11,467]
04 9LPS2 35,261 22,818 12,443
10LPS2 35,056 22,728 12,328
0.2 11LPS3 36,008 22,971 13,037
12LPS3 35,487 22,747 12,740)
B ' ' 13NTC1 0 0,000 0,000
Control LPS 14 NTC2 0 0,000 0,000

Sekil 18: 0.2 ng/ml LPS indiiksiyonu sonrasi, IL1-f ekspresyonunun internal kontrol GAPDH ile

karsilagtirilmasi (10x1

04 hiicre)

4.5. LPS Uygulamasi ve Raw Blue Hiicrelerinde SP-A/Fragment ve Polymyxin

Cevabi:

10x10* hiicre igin 0.2 ng/ml LPS indiiksiyonu ile 5 saatlik bekleme siiresi sonrasi tam

uzunlukta SP-A’ nin sistem tizerindeki etkisi kontrol ile kiyaslandiginda 20 ug/ml i¢in

yeterli baskilamay1 olusturdugu ve bu cevabin sadece SP-A’nin olusturdugu baskilama

yanitina yakin oldugu goriildii (Sekil 19).

0,4

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

PBS

LPS FL-SP-A 20 ug/ml Only SP-A
+0.2 ng/ml LPS

Sekil 19: Sadece SP-A ve SP-A ile birlikte LPS indiiksiyonu sonrasi baskilama cevabi (10x10* %),
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Sonraki adimda; tiim fragmentleri igeren tam uzunluktaki SP-A’nin olusturdugu cevaplar
ile, SP-A’nin ayr1 ayr fragmentlerinin LPS indiiksiyonuna bagli olusturdugu cevaplarin
karsilagtirilmas1 amaglandi. Boylece her bir fragmentin olusturdugu doz cevap egrisinin

farkli olup olmadig1 belirlenebildi.

A-CDM ve LPS Etkilesimi R-PLve LPS Etkilegimi
0,25 025
0,20 020
015 \ 015 \
0,10 0,10
L[]
L]
0,05 0,05
0,00 0,00
PBS 2x104 cell/well 1ps After CDM 7.5 ug/ml After CDM 3.5 ug/ml Only-After COM 3.5 PBS 26104 cell/well 1P RPL7Sug/ml+ 02 OnlyR-PL7.S5 ug/ml
+02ng/mIlPS  +0.2ng/miLPS ug/ml ng/miLPS
) by el Shr eemNo LPS ~a—)hr —A—3hr —2—5hr ~A—NolPS
¢ d
R-GLOB ve LPS Etkilegimi R-KINK ve LPS Etkilesimi
025
02 0
)15
01 0,10
.
.
0,05
0,00
PBS 2x104 cell/well 1ps REDO-GLOB7.5ug/ml  ONLY REDO-GLOB 7.5 PES 20104 cellwel s REDO-AINK 35 ug/ml  REDO-KINK 3.5 ug/m
+0.2 ng/mi LPS ug/m +0.2 ng/mi LPS
—*=2hr “*=3h “*=Shr ~*—NolPS ~8—2hr —#—3hr —4—Shr —8—NolPS

Sekil 20.a-d: LPS ve SP-A fragmentlerinin zamana bagimh doz cevabi (2x10* """,
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Hiicre Kkiiltiirlinde uygulanan Quanti-Blue Assay bulgularindan 2, 3 ve 5 saatlik
inkiibasyonlar sonrasinda, 3 saat sonrast alimman cevaplar LPS’ nin etkisinin
bastirilmasinda 6l¢iimler agisindan yeterlidir. 5 saatlik 0.2 ng/ml LPS indiksiiyonunu
takiben CDM, PL ve GLOB; 7.5 ng/ml ile KINK ise 3.5 ng/ml ile 3. saat sonrasinda
etkin cevab1 olusturmaktadir. LPS indiiksiyonu olmaksizin sadece GLOB ve KINK’ in
kontrole yakin degerlere sahip oldugu goriildi (Sekil 20 a-d).

1947'den beri bilinen polimiksinler (Polymyxin A-E), bir katyonik polipeptit antibiyotik
grubudur. Yiiksek toksisitesi nedeniyle klinik uygulamada yalnizca Polymyxin B ve E
(kolistin) kullanilmigtir. Polymyxin B, siilfat tuzu olarak parenteral kullanim ig¢in
uygundur. Kolistin, oral ve topikal kullanim i¢in iki ticari formda-kolistin siilfat ve
kolistin metansiilfonatin sodyum tuzu halinde mevcuttur (Nandha, Sekhri et al.

2013),(Zavascki, Goldani et al. 2007), (Roberts, Azad et al. 2015).

Polymyxin B ve polymyxin E (kolistin) Enterobacteriaceae'nin neden oldugu
enfeksiyonlar da dahil olmak iizere, son on yilda yaygin olarak, ilaca direngli gram
negatif bakteriyel enfeksiyonlarin tedavisi i¢in en onemli antibiyotiklerden biri haline

gelmistir (Thamlikitkul, Dubrovskaya et al. 2017)

Calismamizda, endotoksin uzaklagtirilmasi sirasinda kullanilan filtre sisteminin igerdigi
Polymyxin bagli boncuklarin, elde edilen 6rnekler {izerinde sizint1 yolu ile pozitif ek bir
etki saglaylp saglamadigir arastirildi. Bu etki arastirilirken, normal PBS ve filtre
sisteminden gecirilen PBS’ in LPS {izerinde esit etki gosterip gostermedigi incelendi ve
sonucta, filtre sisteminden gecen PBS’ in (removal) normal PBS’ den farkli olarak LPS
tizerinde 3 saatlik inhiibasyon sonrasi kismi bir baskilama olusturdugu goriildii (Sekil

21.a).
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LPS-R-PL Etkilesimi

LPS (0.2 ng/ml) PBS 0.2 ng/ml LPS+ 32 ul PBS 0.2 ng/ml LPS+ 32 ul R-PL
(3hr)

—=NOrmal  ——ge=femova

Sekil 21.a: Endotoksin-Removal filtresi i¢erisinde kullanilan Polymyxin’ in sisteme etkisinin gosterilmesi.

R: Removal (Endotoksin uzaklagtirma filtresinden gegirilen 6rnek).

Polymyxin B kismen 1s1 ile kararsiz hale gelir ve antibakteriyel aktivitesi dort ila sekiz
kat azalir. Farkli 1s1 dereceleri ve siirelerinde yapilan etki degerlendirmelerinde
Polymyxin B 121°C ve 15 dakikada otoklavlanarak bu etki saglanmistir (Traub and
Leonhard 1995).

Calismamizda, Polymyxin B’nin kullanilam sistem {izerindeki etkisinin tam olarak
belirlenmesi amaciyla, 110°C* de 20 dakika kaynatma sonrasi, Polymyxin Bnin etkisi
ortadan kaldirilmaya ¢aligildi. Uygulamalarda kaynatilarak etkinligi normal PBS ile ayni
diizeye gelen ve bu nedenle icerisinde Polymyxin olmadig: diisiiniilen R-PBS etkisi
karsilagtirildi. SP-A fragmentlerinden R-PL ile PBS ve R-PBS karsilastirildiginda
sistemde var olan Polymyxinin etkisinin farkli voliimler g6z 6niinde bulunduruldugunda,

voliime bagl degismeyen yaklasik %8’lik bir etkinin oldugu gortildi (Sekil 22.b-d).
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LPS ve R-PL Etkilegimi ile Polymyxin Etkilegimi LPS ve R-PL Etkilesimi ile Polymyxin Etkilegimi
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Sekil 22.b-d: Kaynatilmis Polymyxin’ in ve SP-A fragmenti R-PL’ in LPS iizerindeki etkisinin
kargilagtirilarak voliim ile iligkisinin gosterilmesi. R:Removal (Endotoksin uzaklagtirma filtresinden

gegirilen ornek).

Bulgular genel olarak degerlendirildiginde; filtre sisteminden gegirilen 6rnekler {izerinde
% 8’ lik bir Polymyxin etkisinin genel olarak var oldugu ve toplam baskilama etkisine
bu oranda pozitif katki sagladig1 diisiiniilmektedir. Her bir fragmentin LPS iizerindeki

etkisi degerlendirilirken, s6zkonusu etki degeri dikkate alinmistir.
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4.6. Immunohistokimyasal Bulgular:

4.6.a. Hemotoksilen-Eosin Boyama:

Morfolojik olarak doku degerlendirmesinin yapilabilmesi amaci ile kullanilmistir. LPS
kullanilan grupta kanama odaklarinin diger gruplara gore daha fazla arttifi tespit
edilmistir (sekil 23/i-j). Ayn sekilde cerrahi islem yapilan gruplarda (sekil 23/e-f, g-h, i-

J, m-p) transizyonel alanda vaskiilarizasyon artis1 izlendi (sekil 23/a-p).

Cervix-Uteri

Cervix

Cervix-Uteri

rvix

Sekil 23: Servikste Hematoksilen Eosin Boyanmasi (4X)(a-p). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-
d): Gebe Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-h): PBS uygulamasi, LPS (i-j): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (k-1): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (m-n): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi, SP-A Block (o-p): SP-A bloklamasi yapilan grup. Scala bar:50 pm.
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4.6.b. COX-1 Immiinohistokimyasal Boyanma:

Boyanma paterni gebe kontrol hari¢ tiim gruplarda benzerdi. Gebelik dncesi donemde
ekspresyonun ekto ve endo servikal alanda yaygin olmadigi, bazal diizeyde izlenen
ekspresyonun (sekil 24/a-b) gebelik doneminden baglayarak transizyonel alandaki
ekspresyonun arttig1 izlendi (sekil 24/c-z, sekil 24 g/kirmizi oklar). Girisimsel islemlerin
COX-1 aktivitesini degistirerek artirdigi Anti-SPA grubunda diger gruplara gore
boyanmanin daha yogun oldugu izlendi. Boyanma stromal alandan ¢ok epitel yiizeyinde

izlenmistir (sekil 24 v-v’).

COoX-1

Sekil 24: Servikste COX-1 Boyanmasi (4x)(a-v). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-d): Gebe
Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-j): PBS uygulamasi, LPS (k-1): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (m-n): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (o-s): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi, SP-A Block (t-v’): SP-A bloklamasi yapilan grup. SP-A’nin bloklandigi bolgede
(kirmiz1 y1ldiz) ve bloklanmayan bolge (mavi yildiz, *, &.#) epitel hiicrelerinde gozlenen ekspresyon farki

(&). Scala bar:50 pm.
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4.6.c. SP-A Immiinohistokimyasal Boyanma:

SP-A gebe olan tiim gruplarda izlenirken, gebe olmayan grupta ekspresyon sinirlt idi.
Stromal alanda ekspresyon goriilmekle birlikte ozellikle ekspresyonun transizyonel
alandan baglayarak uterusa dogru arttigi gorildii (sekil 25/o,v). Epitel alan
incelendiginde, bu bdlgedeki epitel hiicrelerinden bazilarinin ekspresyona katkilarinin
oldugu (sekil 25/j,s,z; kirmiz1 oklar), bazilarinin ise katki saglamadigr (sekil 29/j,z;

mavi oklar) gorilmistiir.

SPA

NPC PC Sham PBS

IND LPS+IND SP-A Block

Sekil 25: Servikste SP-A Boyanmasi (4x)(a-z). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-d): Gebe
Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-j): PBS uygulamasi, LPS (k-n): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (o0-s): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (t-u): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi. SP-A Block (v-z): SP-A bloklamasi yapilan grup. Akciger dokusu pozitif (*) ve
negatif (#) kontrol. Scalabar: 50pm
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4.6.d. Notch-1 Immiinohistokimyasal Boyanma:

SP-A blogu yapilan grupta (Sekil 28/ v-y) N1 ekspresyonu azalmis olarak izlendi. LPS
grubunda (Sekil 26/k-n) ise artmis bir ekspresyon goriildii. Bu grupta, ekspresyona
katilan epitel hiicrelerinin bir kisminin bu ifadeden sorumlu olmadig1 ve uterusa dogru
ekspresyonun arttig1 goriildii (Sekil 26/m). Gebe gruplarda serviks agzina yakin alanda
mast hiicreleri izlendi (Sekil 26/e-f)

NOTCH-1

Sekil 26: Servikste Notch-1 Boyanmasi (4x)(a-y). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-f): Gebe
Kontrol, Sham (g-h): Cerrahi Kontrol, PBS (1-j): PBS uygulamasi, LPS (k-n): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (o0-p): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (r-u): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi. SP-A Block (v-y): SP-A bloklamasi yapilan grup. Mast hiicreleri (e,f (20x) ve epitel

gOriinimii (m, 40x) secili alanlarda gosterildi. Scalabar: 50pum
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4.6.e. DLL-1 Immiinohistokimyasal Boyanma:

Ekspresyon NPC’ de izlenmez iken, PC’ de ektoservikal alanda goriilmemekte ve
ekspresyon (sekil 27/c-kirmiz1 ok) transizyonel alandan baslamaktaydi. Diger gruplarda
stromal alanda yogun izlenen DLL-1 ekspresyonu epitel alaninda ve stromada niikleer
formdaydu (sekil 27/r-kirmiz1 ok, 40x). Ekspresyon serviksten uterusa dogru artmaktadir
ve en yogun boyanma LPS grubunda izlenmektedir (sekil 27(i—j).

DLL-1

Sekil 27: Servikste DLL-1 Boyanmasi (4x)(a-r). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-d): Gebe
Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-h): PBS uygulamasi, LPS (i-j): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (k-1): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (m-n): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi. SP-A Block (o-r): SP-A bloklamasi yapilan grup. Scala bar:50 um.
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4.6.f. JAG-2 Immiinohistokimyasal Boyanma:

Ekspresyon gebelik ile birlikte atrmakta ve 6zellikle ektoservikal alanda mast hiicreleri
gorlilmektedir (sekil 28/(f (40x), m, s, z (40x)’de turuncu oklar). Belirleme mast cell
tyriptase ile gergeklestirildi. Diger gruplarda da izlenen mast hiicreleri IND, IND+LPS
ve SP-A blogu yapilan gruplarin bag doku alanlarinda yogundu (mct; sekil 28/k,z;
turuncu ok). Ekspresyon serviksten uterusa dogru arka endoservikal duvarda
artmaktadir. Bu hiicrelerin spesifik olarak JAG-2 ekspresyonu yaptig1 immiinofloresans
ile belirlenmistir (sekil 29/a,b’de kirmizi ve yesil oklar). NPC’ de dis serviks agzi epitel
alaninda izlenen ve CDI11-b ile belirlenen makrofajlar (kirmizi ok) gebe gruplarda

stromal alanda izlendi (sekil 27/*-#).

JAG-2

Sekil 28: Servikste Jag-2 Boyanmasi (4x)(a-z). NPC (a-z): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-f): Gebe
Kontrol, Sham(g-h): Cerrahi Kontrol, PBS(i-j): PBS uygulamasi, LPS(k-n): Lipopolisakkarit uygulamas,
IND(0-s): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND(t-u): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte
uygulanmasi. SP-A Block (v-z): SP-A bloklamasi yapilan grup. Mast hiicreleri (turuncu ok), Makrofajlar
(kirmiz1 ok). Scala bar:50 pm
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PC MCT/Texas Red

PC Jag-2

Sekil 29-a: Servikste Jag-2 Boyanmasi (4x)(a). PC: Gebe Kontrol, Mast hiicreleri (kirmizi ok). Jag-2
ekspresyonu (yesil ok)

LPS+IND MCT/Texas Red

LPS+IND Jag-2

Sekil 29-b: Servikste Jag-2 Boyanmasi (4x)(a). LPS+IND: LPS ve IND’ nin birlikte uygulandigt grup,
Mast hiicreleri (kirmizi ok). Jag-2 ekspresyonu (yesil ok).
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4.6.g. TLR-2 Immiinohistokimyasal Boyanma:

Ozellikle girisimsel islem yapilan tiim gebe gruplarda (sekil 30/c-s) ekspresyon artisi
izlenirken, ozellikle LPS, LPS+IND ve SP-A blogu yapilan gruplarda stromal alanda
ekspresyon artmist1 (sekil 30/1,j, m-n,-o,s).

TLR-2

Sekil 30: Servikste TLR-2 Boyanmasi (4x)(a-s). NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-d): Gebe
Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-h): PBS uygulamasi, LPS (i-j): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (k-1): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (m-n): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi. SP-A Block (0-s): SP-A bloklamasi yapilan grup. Scalabar: 50pum
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4.6.h. TLR-4 Immiinohistokimyasal Boyanma:

Girigsimsel islem uygulanan tiim gebe gruplarda (sekil 31/e-s) ekspresyon artist
izlenirken, en yogun artis LPS, LPS+IND ve SP-A blogu yapilan gruplarda stromal ve
epitelyal alanlarin her ikisinde birlikte izlendi. (sekil 31/i-1, o-p, r-s). Ekspresyon
ozellikle apikal epitel yiizeylerinde yogun izlenmektedir (sekil 31/0).

TLR-4

Sekil 31: Servikste TLR-4 Boyanmast (4x)(a-s) NPC (a-b): Gebe Olmayan Kontrol, PC (c-d): Gebe
Kontrol, Sham (e-f): Cerrahi Kontrol, PBS (g-h): PBS uygulamasi, LPS (i-1): Lipopolisakkarit
uygulamasi, IND (m-n): Indomethacin uygulamasi, LPS+IND (o0-p): Lipopolisakkarit ve Indomethacinin
birlikte uygulanmasi. SP-A Block (r-s): SP-A bloklamasi yapilan grup. Scalabar: S0um
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4.7.Western Blot Bulgular:

4.7.a. COX-1: Yapisal bir enzim olarak kabul edilen COX-1 tiim gruplarda protein
diizeyinde tespit edildi. Ancak gebe gruplarda gebe olmayan gruba gore daha yiiksek

diizeyde bulunmakta olup bu gruplar arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli idi (sekil
32)(p<0.05).

COX-1 npc pc sh pbs sp-b Ips 1c 1+ips
o ron — [E R -
B-actin
N —
COX-1
1.5+
= 1.0+
v]
T
Q- 0.5+
0.0+
O > O &
& &L O g

V/
%,

NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B:e, LPS:f, IND:g. IND+LPS:h

Sekil 32: COX-1 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan
grup.
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4.7.b. SPA: SPA gebe gruplarda yogun tespit edilmekle birlikte herhangi bir cerrahi
miidahele gergeklestirilmis gebe farelerde protein diizeylerinde azalma izlendi. LPS
verilen grupta diger gebe gruplara kiyasla protein miktar1 en azdi. Indomethacin ile
birlikte verildiginde protein diizeyinde goreceli bir artig izlendi. SPA blogu yapilan
grupta protein azalmasi goriildii ve kiyaslanan gruplar arasinda tespit edilen fark

anlamliyd1 (sekil 33)(p<0.05).

SPA npc pc sh pbs sp-b Ips 1c 1+Ips

2 c0s — [ |
B-actin
45 kb2 —> [ R —

SPA
1.5+

acdefgh
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abdefh abd.efh

abcdfgh
——

4 abcdefg

abcdegh

NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B:e, LPS:f, IND:g, IND+LPS:h

Sekil 33: SPA western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan
grup.

61



4.7.c. Notch-1: Notch diizeyi LPS ve LPS+IND verilen gebe gruplarda yogun tespit
edilmekle birlikte herhangi bir cerrahi miidahele gerceklestirilmis gebe farelerde protein
diizeylerinde artma izlendi. SP-A blogu yapilan grupta diger gebe gruplara kiyasla
protein miktar1 en azdi. PC, Sham, PBS ile Ind gruplarinda protein diizeyi benzerdi ve

kiyaslanan diger gruplar arasinda tespit edilen fark istatitiksel olarak anlamliyd: (sekil
34)(p<0.05).

NOTCH-1 npc pc sh pbs sp-b Ips ic 1+lps

120 kDa—> I e — - ::g
B-actin
45 kba —»

NOTCH-1
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32

S
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NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B:e, LPS:f, IND:q, IND+LPS:h

0.0+

Sekil 34. Notch-1 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan
grup.
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4.7.d. DLL-1: Gebe gruplarda gebe olmayan gruba gore artis izlenirken, 6zellikle LPS
ve LPS+IND grublarinda goriilen artis diger gruplar ile kiyaslandiginda fark anlamliydi
(sekil 35)(p<0.05).

npc ¢ sh bs sp-b Ips 1c 1+lps
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B-actin
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NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-Bie, LPSIT, IND:g, IND+LPS:h

Sekil 35: DLL-1 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamasi yapilan grup
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4.7.e. JAG-2: Izlenen protein diizeyi LPS, SPA-B, IND ve IND+LPS gruplarinda diger
tiim gruplara gore artmis diizeyde ve anlamli olarak izlendi. Gebe gruplarda protein
diizeyinde artigin basladigr ve LPS uygulamasinin bu artigin en yiiksek oldugu goriildii

(sekil 36)(p<0.05).

npc pc sh pbs sp-b Ips 1c 1+lps

JAG-2
1 ]

B-actin
45 kDa —>»

JAG-2
0.003+
abcdegh
abcdetfp
c 0.002+
o1 abedroh
3
. 0.001+ abefoh abefoh
acdetigh
—

NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B:e, LPS:f, IND:g, IND+LPS:h

Sekil 36: Jag-2 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan

grup.
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4.7.f. TLR-2: Izlenen protein diizeyi LPS, SPA-B, ve IND+LPS gruplarinda diger tiim
gruplara gore artmig diizeyde ve anlamli olarak izlendi.Diger gruplarda protein

diizeyinde goriilen azalis istatistiksel olarak anlamliyd (sekil 37)(p<0.05).

npc pc sh pbs sp-b Ips 1c 1+lps
TLR-2
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NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B:e, LPS:f, IND:g, IND+LPS:h

Sekil 37: TLR-2 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan
grup.
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4.7.g. TLR-4: Protein diizeyi 6zellikle LPS ve SPA-B gruplarinda diger tiim gruplara
gore artmig diizeyde ve anlamli olarak izlendi. Gebe olmayan grup ile kiyaslandiginda
herhangi bir islem uygulanmis olan gebe farelerde protein diizeyinde goriilen artis

istatistiksel olarak anlamliydi (sekil 38)(p<0.05).
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NPC:a, PC: b, Sham:c, PBS:d, SPA-B.e, LPS:f, IND:g, IND+LPS:h

Sekil 38: TLR-4 western blot analizi. NPC: Gebe Olmayan Kontrol, PC: Gebe Kontrol, Sham: Cerrahi
Kontrol, PBS: PBS uygulamasi, LPS: Lipopolisakkarit uygulamasi, IND: Indomethacin uygulamasi,
LPS+IND: Lipopolisakkarit ve Indomethacinin birlikte uygulanmasi, SP-B: SP-A bloklamas1 yapilan

grup.
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5. TARTISMA

Erken dogum (preterm dogum, PTL), 37. gebelik haftasindan oOnce gergeklesen
dogumdur ve perinatal morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenidir. Tiim erken
dogumlarin yaklasik %70" i birden fazla patolojik siirecin neden oldugu bir sendrom
olarak degerlendirilebilir (Romero, Dey et al. 2014),(Gomez-Lopez, Romero et al.
2018). Preterm dogum ve enflamasyon nedensel olarak baglantilidir. Bu nedenle,
maternal ve fetal enflamatuar yanitlar1 azaltan bir miidahale bulmak, olumsuz seyreden
hamileligi ve yenidogana ait istenmeyen sonuglarini Onlemek icin yeni bir strateji
saglayabilir. Farkli hayvan modelleri kullanilarak; intraperitoneal lipopolisakkarit (LPS)
enjeksiyonu, fetal inflamasyon ve LPS'nin intra-amniyotik olarak uygulanmasi ile
sistemik maternal inflamasyon, simiile edilebilmektedir (Garcia-Flores, Romero et al.
2018). Normalde dogum siireci, immiin hiicrelerin gebelik dokularina yonelmesi ve
uterus kontraktilitesini, servikal olgunlagmayi ve fetal membran riiptiiriinii uyaran
proinflamatuar mediatorlerin artan iretimiyle iliskili enflamatuar bir siirectir (Romero,

Dey et al. 2014),(Boyle, Rinaldi et al. 2019).

Enfeksiyonun, bilinen etiyolojideki PTL'lerin yaklasik %40'mmda rol oynadig:1 tahmin
edilmektedir; Bu nedenle, enfeksiyon aracili inflamasyonun servikal ortami nasil
degistirdigini ve erken doku biyomekanik degisikliklerinin yol actigini anlamak ilgi
konusudur. LPS aracili preterm eylemde donem boyunca servikal olgunlagma siirecini
etkileyen farkli yollarin agiklanmasi, servikste erken doguma yol agan erken
degisiklikleri belirlemek ve dnlemek i¢in klinik olarak ilgili tedavilerin gelistirilmesini
saglayacaktir (Willcockson, Nandu et al. 2018). Sonu¢ olarak; Preterm eylemin
baslamasinda rolii olan patojen aracili inflamasyonun modellemesinde kullanilan LPS,

IL1 B ekspresyonu artirarak preterm eylemi baslatabilir (Dinarello 2011).

Gram negatif bakterilerin 1s1ya dayanikli bir hiicre duvari bileseni olan endotoksin, dogal
immiin sistemde sistemik enflamatuar tepkiyi Toll benzeri reseptdr 4 (TLR4) yolu ile

uyararak sok ve hiicre hasarina yol agabilir (Chae 2018). Lipopolisakarit (LPS),
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embriyonik rezorpsiyon, intrauterin fetal 6lim (IUFD), intrauterin biiyiime geriligi
(IUGR) ve kemirgenlerde preterm eylem dahil olmak iizere pekcok ters gelisim siireci
ile iliskilendirilmistir. Yiiksek doz ve diisiik doz LPS uygulamalar1 dikkate alindiginda,
hamilelik sirasinda diisiik dozlu LPS'ye maruz kalindiginda olusacak etki maruz kalma
stiresinin uzunlugu ile iligkilidir. Diigiik dozlu bir LPS 6n muamelesi, yliksek doz
LPS'den 24 saat 6nce uygulandiginda, , miiteakip yiiksek dozlu LPS'min neden oldugu
IUFD, TNF-alfa iiretimine ve oksidatif strese karsi hassasiyetin azalmasina neden olur
(Xu, Wang et al. 2007). LPS'ler, enflamatuar sitokinleri (timor nekroz faktorii alfa ve
IL-1, vs.) salgilamak i¢in monositleri ve makrofajlar1 aktive eder. LPS'nin membranla
iliskili LBP'ye baglanmasindan o6nce LPS ve LBP'nin komplekslesmesi, LPS
notralizasyonuna ve dolayisiyla mononiikleer hiicrelerin aktivasyonunun inhibe
edilmesine yol agar. Bununla birlikte, TNF-a {iretiminin LPS/LBP kompleksleri
tarafindan uyarilmamasindan dolayi, kompleksler diger bilesenlere baglansa bile,

LPS'nin LBP tarafindan nétrlestirildigi varsayilmaktadir (Gutsmann, Muller et al. 2001).

Endotoksin; prostaglandin E2 (PGE2), tiimor nekroz faktérii (TNF) a, interlokin (IL) -1,
IL-6 gibi pro-enflamatuar mediatdrlerin iiretimini uyarir ve akut enflamatuar yanit
ortaya cikar. Bununla birlikte lipopolisakarit (LPS) IL-1 reseptor antagonisti, IL-4, IL-10
ve IL-13 gibi anti-enflamatuar sitokinleri indiikler. Bu durum diisiik doz LPS'ye (L-
LPS<10 ng/ml) maruz birakilan dogal immiin hiicrelerin proinflamatuar mediatorleri
endotoksin  toleranst olarak bilinen bir fenomene bagli olarak yeterince
salgilayamamalar1 sonucu olusur (Lopez-Collazo and del Fresno 2013),(Escoll, del
Fresno et al. 2003). Endotoksin toleransi, TNF-a, IL-1, IL-6 ve PGE2 iiretimi de dahil
olmak iizere pro-enflamatuar bir yanittan uzaga, IL-10 iretimi yoluyla kilit anti-
enflamatuar Ozelliklere sahip bir tepkiye dogru yonelmeye neden olur (Biswas and

Lopez-Collazo 2009).

TLR2 agonistleri, TLR4 ligandlarina heterotoleranst indiikler (Dobrovolskaia,
Medvedev et al. 2003). Servikal dokuda Olciilen endojen prostaglandinler, ozellikle
PGE2, PGF2a, PGD2 ve 6-keto-PGF1a, LPS aracilit PTL'deki servikste artmasina karsin

termde artmaz. Aslinda, prostaglandinler, LPS aracili preterm eylemin servikal uyum
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degisiklikleri i¢in Onemlidir ve serviks olgunlasmasi i¢in vazgeg¢ilmezdir (Timmons,

Reese et al. 2014).

Intrauterin LPS enjeksiyonu, hamileligin 15. giiniinde farelere 30 ul steril su veya 5 mg/
ml LPS (Escherichia coli O55: B5) intrauterin enjekte edildigi ve LPS uygulamasindan
yaklagik 7 ila 9 saat sonra serviks dokulariin toplandig: bir caligmada; LPS aracili PTL
sirasinda servikste inflamatuar aktivasyon ve proteazlarin regiilasyonunda rol alan

genlerin zenginlestigi tespit edilmistir (Willcockson, Nandu et al. 2018)

Amniyotik kese basina 100 ng LPS'nin intra-amniyotik enjeksiyonu, yiiksek diizeyde
erken dogum sikligina neden olurken, PBS'nin intra-amniyotik enjeksiyonu prematiir
doguma sebep olmamaktadir. Rahim i¢i LPS enjeksiyonu yaygin olarak lokal
inflamasyona bagli erken dogum modeli olusturmak amaci ile kullanilir. Gebeligin 16.5
giinii uygulanan LPS'nin hem peritoneal hem de intrauterin enjeksiyonu sonrasi 2-8 saat
sonra kontrole gore daha diisiik bir viicut sicakligt olusturdugu goriilmektedir (Gomez-

Lopez, Romero et al. 2018).

Niikleer faktor kB (NFxB) ve aktivator protein 1 (AP-1) gibi transkripsiyon faktorleri,
normal dogum ve PTL'de yer alan anahtar proinflamatuar ve prokontraktil genleri
diizenler. NFxB aktivasyonunun normal olarak, dogumdan 6nce embriyonik 18. gebelik
giiniinde fare miyometriyumunda gerceklestigini, AP-1 ve JNK aktivasyonunun ise
dogum baglangicinda gergeklestigini gostermektedir. Segici olarak AP-1'i aktiflestiren
LPS (Escherichia coli: serotip O111) kaynaklt PTL modelini kullanarak, myometrial
AP-1 aktivasyonunun sitokin {retimini yonlendirdigi gosterilmistir. Prokontraktil
proteinlerin (Cox-2 ve Cx43) aktivasyonundan 7 saat sonra siire¢ PTL ile sonuglanir.
Veriler NFkB aktivasyonunun enfeksiyon / inflamasyona bagli erken dogum eylemi i¢in
islevsel bir gereklilik olmadigint ve AP-1 aktivasyonunun PTL'ye neden olan
inflamatuar yolaklar1 harekete ge¢irmek igin yeterli oldugunu ortaya koymaktadir.
Onemli olarak, PBS'in ultrason esliginde rahim ici enjeksiyonunun dogumun
zamanlamasi {izerinde etkisi yoktur ve myometrium i¢ine nétrofil infiltrasyonunu
etkilememistir. Bu prosediiriin lokal enflamatuar yaniti en aza indirgemektedir

(Maclntyre, Lee et al. 2014),(Rinaldi, Makieva et al. 2015).
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Super-low-dose LPS (SL-LPS: 50 pg/ml) uygulamasi RAW 264.7 hiicrelerinde LPS
kaynakli TNF-a, IL-6, IL-10, PGE2 ve NO iiretimini kuvvetle arttirmaktadir. Diisiik
dozlu LPS'min in vitro olarak (>10 ng/ml) 6nceden maruz birakilmasiyla indiiklenen
endotoksin tolerans1 sonrast makrofajlar pro-enflamatuar bir yanittan uzaklagsmak
suretiyle enfeksiyonu veya yaralanmay1 sinirlandiran refrakter bir duruma yol acar. SL-
LPS (in vitro olarak 1~100 pg/ml), daha saglam bir tepki i¢in monositleri/makrofajlari
“Shwartzman reaksiyonu” olarak bilinen bir fenomen olan ikincil bir LPS miicadelesine
yonlendirerek agregasyon, vaskiiler tikanma, fibrinolizin inhibisyonu, nétrofil birikimi,
endotel hasar1 ve mikrovaskiilatiirde degisken derecelerde apoptoz ve nekroz ile

mortalitenin artmasina neden olur (Chae 2018).

Genel olarak, insan endotoksin ¢aligmalar1 i¢in 4 ng/kg’1 etkili bir doz olarak kabul eden
caligmalar bulunmakla birlikte, 2 ng/kg ile de derin bir fizyolojik yanit alindig1 da
bildirilmektedir. Uygulama sonrasi 3 saatlik bir siire pik i¢in gerekli iken 5 saat
stabilizasyon igin yeterlidir. Insanlar ve fareler igin genel sitokin resimleri garpici
sekilde benzerdir. Farelerde IL-1 hari¢, tiim proinflamatuar sitokinler endotoksin
inflizyonundan yaklagik 2 saat sonra zirve yapar ve endotoksin uygulamasindan 4-6 saat
sonra bazal seviyelere geri doner. Ayni1 patern, insanlarda IL-1RA hari¢ 4 saatte zirveye
c¢ikan anti-enflamatuar sitokinler ve kemokinler i¢in de gdzlenmistir. Farelerde ml basina
1.000 pg IL-6'min hedeflenen konsantrasyonunu elde etmek i¢in verilen son doz ise
insanlara verilen dozun 250 kat1 olarak belirlenmistir. Yine de insan ve farelerde yapilan
bircok c¢alismada benzer bulgular bildirilmistir (Copeland, Warren et al. 2005). Bu
durumun sebebi olarak; Lipopolisakarit baglayict protein (BLP)’ in transkripsiyonel
aktivasyon farkliliklarina bagl olarak, immiin hiicrelerde endotoksin tanima, sunma ve
bunu takiben olusan sitokin indiiksiyonu etkilemesi ile iliskili olabilecegi diistiniilebilir

(Kirschning, Unbehaun et al. 1997).

Farkli bir ¢calismada 2.5 x 10° cells/ ml de 1 ug/ml LPS ile RAW 264.7 makrofaj
hiicrelerinde AP-1 aktivasyonu i¢in yeterli cevap olusmustur (Hambleton, Weinstein et
al. 1996). Diger bir ¢alismada farkli bir LPS (1 ug/ml) orijini i¢in 9 saatlik inkiibasyon
ile TNF alpha cevabi alinabilmistir ve cevap 1 ng/ml den itibaren farkli markerler i¢in

alinmaya baslanmistir. Bu dozdan daha yiiksek dozlarda plato etkisi gozlenmistir
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(Royle, Totemeyer et al. 2003). 100 ng/ml LPS ve 5 saatlik bir inkiibasyon ise yine TNF
alpha i¢in kullanilmis ve 0.01 ng/ml’ den itibaren cevap olusmaya baglamistir (Monick,

Powers et al. 2003).

RAW 264.7 makrofaj hiicreleri; IL18 (5-CTGAAAGCTCTCCACCTC-3 ve 5-
GTGCTGATGTACCAG TTG-3) i¢in RT-PCR uygulamasyla 0, 0.2, 2, 20, and 200
ng/ml LPS (Sigma; serotip 0111:B4) dozlar1 ile 0-24 saat inkiibe edilmis ve cevap
Olciilmiigtiir. Olusan yanit 0.2 ng/ml i¢in 2. saatte baglarken 4. saatten itibaren pik
yapmistir (Baranova, Vishnyakova et al. 2002). Yine IL1B’ nin 6l¢iildigii ve 100 ng/ml
LPS (serotype 055:B5) ile inkiibe edildigi RAW 264.7 hiicrelerinde cevap 2. saatte
baglarken 5.saatte pik yapmaktadir (Magnanti, Giuliani et al. 2000).

Calismamizda IL1B aktivasyonu araciligi ile inflamatuar uyarimin gergeklestigini
gozlemledigimiz farkli dozlarda LPS uygulamasi sonucu 0.2-0.8 ng/ml LPS araliginda
2-5 saatlik inkiibasyon siireleri belirlendi. Olgiimlerde RAW Blue hiicrelerinin verdigi
reaksiyon degeri Quanti- Blue Assay ile olgiildii (Sekil 16). Degerlendirmemiz
neticesinde 2. saatte etkinin bagladig1 ve 5. saatte pik yaptig1 gozlendi. Cevabin siddeti
kullanilan hiicre miktarina gore farklilik gdstermekle birlikte en az 3 kat artis 0.2 ng/ml
ile 2. saatten sonra saglandi (Sekil 17.a). 3. ve 5.saatte elde edilen cevabin siddeti 2x10*
ve 10x10* hiicre igin 3 kat artistan fazladir. Bu nedenle olusan yanitin kontrole gore
degerlendirilmesinde 0.2 ng/ml LPS ile en az 3 saat ve en ¢ok 5 saatlik inkiibasyon
siiresi degerlendirilmeler i¢in kullanildi (Sekil 17.b). Elde edilen degerler doz ve cevap
stireleri agisindan mevcut literatlir ile uyumludur. ILI1B’ nin PCR ile 6l¢limii sonrasi
gozlenen degerler kontrole gore 6 katlik bir artig gostermis, bu degerin inflamatuar
yanitin Quanti-Blue ile 6l¢iimii i¢in yeterli yaniti olusturdugunu gosterdi (Sekil 18).

Bulgular literatiir ile paraleldir.

TLR2'min dogrudan LPS'yi baglayabildigine dair kanitlar vardir (Takeuchi, Hoshino et
al. 1999). TLR agonistlerinin incelendigi bir caligmada 1 x 10° cells/ml monosit
hiicresinin diisiik dozlu LPS (0.2 ng/ ml) ile 5 saat inkiibasyonu sonrasi, kisa siireli
enflamatuar yanitlarin analizi i¢in hiicreler toplanmig; NFkB aktivasyonu ve TLR cevabi

icin bu siire ve doz kontrole gore yeterli cevabi olusturabilmistir. Ayni1 sekilde hiicre
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sitimulasyonu igin 2 ug/ml 30 dk ve 37°C de Polymyxin B inkiibasyonu sonrasi LPS

etkisinin baskilandig1 gézlenmistir (Monguio-Tortajada, Franquesa et al. 2018).

LPS’ nin endotoksin etkisini degerlendirmek amaci ile 15-60 dk kaynatma
uygulandiginda ve kontrolle kiyaslandiginda endotoksin aktivitesinin (LAL jellesme
aktivitesinin) ve TNF-a indiikleyici aktivitenin kaynatmaya duyarli oldugu goriilmiistiir.
~0.2 ng/ml LPS ¢alismada maximum TNFa diizeyinin %50 ini elde etmek i¢in yeterli
iken 15-30 dakika kaynatilarak yapilan 1s1l islem sonrasi benzer LPS-TNFa indiikleyici
etki 2 ng/ml LPS ile elde edilebilmistir. Isil islem sonrasi LPS uyarici etkisinin %90'm1
kaybedilmistir. Etkinin baglama siiresi agisindan 0.1 ng/ml ile 10ng/ml arasindaki

degerler benzerdir (Gao, Wang et al. 2006).

Polymyxin etkisi de 1s1 ile azaltilabilmektedir. Etki 1s1 karsisinda stabil degildir ve 121°
C de 15 dk’ da MIC degerinin 6-8 kat arttig1 gosterilmistir (Traub and Leonhard 1995).
Optimal PH 6.0 disinda ve 92-115°C iizerindeki sicakliklarda Polymyxin B’ nin

antibakteriyel aktivitesini azalttig1 diisliniilmektedir (Saohin 1997).

LPS yanitin1 baskilama amaci ile kullanilan SP-A ve fragmentlerinin kullanildigi
Olgtimlerde, Polymyxinin baskilama giicline katkis1 degerlendirildiginde; literatiirde
belirlenen bir baskilama diizeyinden cok, etkisinin azaltilmasina ydnelik calismalara
rastlanmistir. Bu ¢alismalar degerlendirildiginde belirtilen yontemle yiiksek 1s1 ve uygun
bekleme siireleri sonras1 Polymyxin etkisinin yapisal degisiklige baglh olarak bozuldugu
ve etkinligini kaybettigi goriilmektedir. Uyguladigimiz yontem sonrasi yaptigimiz

Ol¢iimlerde sisteme Polymyxinin etkisi %8 olarak degerlendirilmistir (Sekil 20.d).

Endotoksin dlgiimleri Oncesinde belirlenen toksin diizeylerinin doniisiimiinde; 10
EU/ml=1 ng/ml degeri kullanilmigtir. O111:B4 kaynakli LPS i¢in EU degeri yaklagik
120 pg E.coli lipopolisakkaritine esittir ve tek bir Escherichia coli, hiicre basina yaklasik
2 milyon LPS molekiilii igerir. insanlarda 5 EU/kg viicut agirhgma kadar maruz
kaldiklarinda bunlarla sinirli olmamak {izere, ates, diisiik kan basinci, artan kalp atis hiz1
ve diisiik idrar ¢ikis1 goriilebilir. Kan dolagimindaki kii¢iik endotoksin dozlar1 bile ¢ogu
zaman Oliimciil olur. Endotoksin dogrudan hiicre veya organlara karst degil, timor

nekroz faktorii (TNF), interlokin (IL) gibi bir dizi pro-enflamatuar aracinin salinmasiyla
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bagisiklik sisteminin, 6zellikle monositler ve makrofajlar yoluyla aktive edilmesi
yoluyla etki eder. Amerika Birlesik Devletleri'nde dagitilan ilaglar i¢in FDA tarafindan
izin verilen azami endotoksin seviyeleri; enjekte edilebilir, intratekal ilaglar icin; 0,2
EU/kg, enjekte edilebilir, intratekal olmayan ilaglar i¢in; 5 EU/kg ve steril su i¢in; 0,25-
0.5 EU/ml (kullanim amacina gore degisir) olarak belirlenmistir. Farmasotik ve
biyolojik iirlinlin intravendz uygulamalar1 i¢in maksimum endotoksin seviyesi, biitiin
farmakopeler tarafindan saatte viicut agirhiginin kg'r basimna 5 endotoksin birimi (EU)
olarak ayarlanmaktadir (GenScript 2019),(FDA 1985), (Daneshian, Guenther et al.
2006),(Hirayama and Sakata 2002),(Magalhaes, Lopes et al. 2007). Endotoksin
uzaklastirmasi sirasinda anyonik degisim kromatografisi ile pozitif yiiklii proteinlerin
dekontaminasyonu icin uygun iken, negatif yiiklii proteinlerin dekontaminasyonu
sirasinda adsorpsiyon nedeniyle o©Onemli miktarda {riin kaybi ile sonuglanir.
Endotoksinlerin  uzaklastirilmasi, proteinler gibi kararsiz  biyomolekiiller ile
iliskilendirildiginde kullanilacak yontemin se¢imi énemli hale gelir. Polimiksin B gibi
baglayic1 tekniklerin LPS'yi proteinlerden ayirmadaki basarisi, hedef proteinin
ozelliklerine biiyiik dlgiide baghdir (Kang and Luo 1998),(Matsumae, Minobe et al.
1990, Weber, Henne et al. 1995),(Sakata, Kawai et al. 1993).

Olgiimlerimiz sonrasinda tespit edilen endotoksin diizeyleri 1-10 ng/ml diizeyindedir
(Sekil 12). Elde edilen endotoksin diizeyleri baslangigta Olciilen diizeyler ile
karsilastirildiginda arindirma islemi sonrasinda basarili bulunsa da amaglanan diizeylerin
tizerindedir. Bu asamada daha fazla endotoksin uzaklastirma konusunda protein kaybi
sinirlayict basamak olmustur (Sekil 13-14). Ancak literatiirde c¢alisilan proteinlerin
ozelliklerine iliskin yeterli veri bulunmamasi nedeni ile islem tekrarlar1 daha fazla

protein kaybetmemek iizere sinirlandirilmistir.

Akcigerde kollektin ailesi liyesi bir yiizey aktif madde olan Surfaktant A proteini (SP-
A), pulmoner konak¢i savunmasi ve pulmoner enfeksiyonun regiilasyonunda rol
oynamaktadir (Sato, Sano et al. 2003). Ancak c¢aligmalar farkli dokularinda surfaktant
kaynag1 olabilecegini gostermektedir. Amniyotik sivida bulunan SP-A konsantrasyonu
gebelik yasinin bir fonksiyonu olarak artar ve SP-A proteini insan korioamniyotik

zarlarinda gosterilmistir. Ilging bir sekilde, bir trakeal atrezi vakasindan elde edilen ilk
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trimester amniyotik sivi 6rneginde, ekstrapulmoner kokenli SP-A'nin varlig: 3.13 ug/ml
olarak belirlenmistir. Bu bulgular SP-A ekspresyonunun sadece korioamniyotik
inflamasyon sirasinda salinan ve dogustan gelen immiin tepkinin bir par¢asi olmadigini,
ayni zamanda korioamniyotik membranlarin ilerleyen gebelik siirecinde amniyon

stvisina salman SP-A’ nin kaynagi oldugunu gostermektedir (Han, Romero et al. 2007).

SP-A, kullanag: reseptor tipine bagl olarak pro-inflamatuar ya da anti- inflamatuar
olarak gorev yapabilir. Bir patojenin yoklugunda, SP-A, lektin alan1 boyunca sinyal
Onleyici diizenleyici protein-a'ya (SIRP-a) baglanir. SP-A'nin lektin boélgesine yabanci
bir organizmanin veya hiicresel kalintinin baglandigi durumda ise CD91-calreticulin
kompleksi araciligi ile serbest kollajen benzeri bolge immiin hiicreleri aktive eder. Farkli
reseptOrlerin angajmani farkli tepkilere neden olur. SP-A, SIRP-o'y1 bagladiginda,
enflamatuar-mediator liretimi inhibe edilir. Aksine, SP-A, CD91-kalretisin kompleksi
yoluyla enflamatuar mediator iiretimini arttirir (Gardai, Xiao et al. 2003), (Agrawal,

Smart et al. 2013).

Toll like reseptorleri (TLR'ler) patojenlere karsit dogal immiin tepkisini baglatan motif
tanima molekiilleridir. Pulmoner ylizey aktif madde proteini SP-A, TLR2 ve TLR4 i¢in
endojen olarak iiretilen bir liganddir. SP-A, farede dogum baslangicinda cenin tarafindan
iretilen bir sinyal olarak disiiniilmistir. SP-A ile patojenik TLR agonistleri
lipopolisakkarit (LPS), peptidoglikan (PGN) ve polinosinik: sitidilik asit (sirasiyla poli;
I: C) (TLR4, TLR2 ve TLR3 ig¢in ligandlar) arasindaki etkilesimlerin erken dogum ve
inflamatuar mediatorlerin ekspresyonu {izerine etkisinin incelendigi bir ¢alismada RAW
264.7 hiicre hatti, amniyotik sivi ve periton makrofajlart ve TLR4/ TLR2 nakavt
farelerin peritoneal makrofajlart kullanilmistir. Bu hiicreler, SP-A igeren olan ve
icermeyen patojenik TLR agonistleri ile 7 saat inkiibe edilmistir. Bu caligmada, tek
basina SP-A’ nin, fare makrofajlarinda inflamatuar mediatorler lizerinde herhangi bir
etkiye sahip olmadigr ve bagimsiz olarak erken dogum eylemine neden olmadigi
saptand1. Diger yandan SP-A; TLR'ye bagli bir mekanizma yoluyla TLR ligandinin
neden oldugu inflamatuar mediatdrlerin interldkin (IL) 1B, timor nekroz faktorii (TNF)-a
ve kemokin CCL5 ekspresyonunu onemli Slgiide bastirdi. Farede enflamasyonunun

simiile edildigi preterm dogum modelinde, SP-A'nin intrauterin uygulamasi, preterm
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dogumu Onemli oOlgiide inhibe ettigi, proinflamatuar mediatdrlerin ekspresyonunu
bastirdigit ve CXCL1 ile anti-enflamatuar mediator IL-10'un ekspresyonunu arttirdigi
goriildii. SP-A'nin TLR ligandina bagli erken dogum ve enflamatuar yanitlar
baskilamak i¢in TLR2 ile etkilesimde bulundugu diistiniilmiistiir (Agrawal, Smart et al.
2013).

Calismamizda, TLR-2 ve TLR-4 cevaplari izlendiginde, LPS uygulanan ya da SPA
blogu uygulanan gruplarin diger gruplar ile kiyaslandiginda TLR-2 cevabinin, spesifik
artis gosterdigi goriildii. Bu bulgu SP-A ve LPS i¢in major reseptoriin TLR-2 oldugunu
ancak TLR-4 i¢in yeterli baglanmanin s6zkonusu olmadigi goriildii. Bu bulgu mevcut

literatiir bilgilerini desteklemektedir (sekil 3, sekil 38).

Preterm dogum indiikleyici enflamatuar ligandlar (interlokin-1 veya lipopolisakarit),
stirfaktan kompleksin saglam bir indiiksiyonuna neden olur. Transgenik deneylere veya
insanlarda genetik kanitlara gore, fetal dokusunda ifade edilen yilizey aktif madde
proteinleri A, D veya C (SP-A, SP-D, SP-C), dogum veya erken dogumun baglangicini
etkiler. Dogumdan sonra, ylizey gerilimi azaltan ve eksojen ve endojen surfaktant ianti-
inflamatuar etkileri tamamlayic1 niteliktedir. Siirfaktan, anne, ve fetus i¢in zararh
enflamatuar tepkileri hafifletir. Korioamniyonitte, enflamatuar ligandlar, fetal
membranlardan alveolar alana amniyotik sivi ve gelismekte olan hava yollar1 yoluyla
tagmir.  Stirfaktan sentezi ve salgilanmasini  indiiklerler.  Siirfaktan, fetal
kompartmanlardaki siddetli enflamatuar tepkileri hafifletir ve spontan preterm dogum

tesvik eder (Hallman 2013, M 2013).

Fetal-maternal arayiizde (decidua) ifade edilen SP-A ve SP-D'nin roliine ait belirsizlik
devam etmektedir. Murin desiduadaki SP-A ve SP-D'nin 17.5 (dogum oncesi) ve 19.5
dpc'de (partisyonun hemen yakininda) ifadesi ve lipopolisakkarit (LPS) ile desidual
makrofajlar tizerindeki etkileri incelendiginde; SP-A ve SP-D, maternal spiral arteri
kaplayan hiicrelerin yan1 sira, 17.5 ve 19.5 dpc'de murin desiduadaki stromal hiicrelere
lokalize idi. Bununla birlikte, es zamanli SP-A veya SP-D'nin eklenmesi, LPS ile
birlikte, TNF-a salgilayan F4/80 pozitif hiicreleri azaltti. SP-A ve SP-D'nin eksojen

uygulamasinin, spontan ve enfeksiyonun neden oldugu erken dogum eylemini potansiyel
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olarak kontrol etmesi muhtemeldir. Bu nedenle, murin desiduada SP-A ve SP-D' nin,
hamilelik sirasinda intrauterin enfeksiyona karst koruyucu bir rol oynadigi

diistiniilmektedir (Madhukaran, Koippallil Gopalakrishnan et al. 2016).

Canli Escherichia coli ile olusturulan intrauterin (IU) enfeksiyonun sonrasi SP-A gii¢lii
bir erken dogum Onleyici etkiye sahip oldugu savunulmaktadir. SP-A, rahim icine
bakteriyel enfeksiyonla eszamanli olarak uygulandiginda, dogum orani %100'den, % 0'a
diistirtilmiis, IU bakteriyel uygulama ile ayn1 anda intravendz olarak uygulandiginda %
75 ve 1U bakteriyel enfeksiyonundan 4 saat sonra intravendz olarak uygulandiginda %
48 oraninda erken dogum eyleminde azalma saglanmistir. Erken dogum {izerindeki bu
etkiye uteroda-fetal sagkalim {izerine paralel bir fayda eslik etmistir. SP-A bakteriyel
bliylimeyi etkilememis, ancak inflamatuar mediatorlerin iiretimi ve makrofaj
polarizasyonunda M1 fenotipine bir kayma dahil olmak iizere enfeksiyonun ana
sonuglarini tersine ¢evirmistir. Bu bulgular, eksojen SP-A'nin proinflamatuar sonuglarini
tersine cevirerek enfeksiyonun neden oldugu erken doguma karsi1 koymak igin

potansiyel bir kullanima sahip oldugunu gostermektedir (Agrawal V 2018).

Bir ¢alismada, rekombinant SP-A ve SP-D formlarinin (rhSP-A ve rthSP-D'nin, trimerik
lektin alanindan olusan), in vitro kontraktil olaylar iizerindeki etkileri, bir insan
miyometriyal hiicre hatti (ULTR) kullanarak arastirmistir. RhSP-A veya rhSP-D ile
muamelenin, hiicre hizin1 ve kat edilen mesafeyi artirdig1 gézlenmistir. thSP-A ve rhSP-
D ayrica, ULTR'lerin kasilma tepkisini de etkilemistir. Bu etkiyi, oksitosin reseptorii
(OXTR) ve connexin 43 (CX43) ekspresyonunu ve IL-8'in salgilanmasini indiikleyerek
gerceklestirmektedir. thSP-D ayrica IL-6 ve IL-6 Ra'nin ifadesini de indiiklemistir. SP-A
ve SP-D, dogum oncesi olaylar1 modiile etmede, insan myometriumunu yenileyerek ve
CAP genlerini, pro-enflamatuar sitokinleri indiiklemekte ve bdylece uterusu sakin bir

durumdan kontraktil bir duruma kaydirmaktadir (Sotiriadis, Dodagatta-Marri et al. 2015)

Calismamizda kullanilan LPS formu %100 dogum gergeklestirme potansiyeline ait sus
ile benzerdir. Deney modeli i¢in tercih edilen 14.5 dpc ayni zamanda literatiirle paralel
ve insan i¢in 2. trimester ile uyumludur (Sekil 10). Intrauterin LPS uygulamasi sonrasi

24 saat igerisinde %100 erken dogum gézlendi.
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Alveolar Proteinozisli (AP) hastalarda SP-A elektroforezi gergeklestirilen bir ¢caligmada
elde edilen molekiiler agirlik, dogal insan SP-A’st ve rekombinant olanlar ile
karsilagtirildiginda %4-12 iizerinde indirgenmis/ indirgenmemis ortamlarda AP-SP-A ve
normal SP-A monomerik (30-42 kDa) ve dimerik (60-70 kDa) formda izlenmistir. Oysa
rekombinant olanlarda trimerik yapilarda gozlenmistir (Garcia-Verdugo, Sanchez-

Barbero et al. 2003).

Pulmoner proteinozisli hastalardan elde edilen ve endotoksin diizeyi 0.2 pg/ug olan SP-
A ile TLR2 ve TNF-a arasindaki iliskinin Zymosan (TNF indiikleyici) varligi ve
yoklugunda test edildigi calismada RAW 264.7 hiicreleri (5x10°) iizerinde 20-40 ug/ml
SP-A kullanilmigtir. 20 ug/ml SP-A TNF a cevabini baskilamada basarili iken,
Polymycin varliginda TNF- o’ nin baskilanmasinda SP-A cevabinin kontrole gore %5
diizeyinde degistigi gozlenmistir. Ayn1 ¢alismada kullanilan SP-A 36 ve 62 kDa da iki
farkli izoformda tespit edilmistir. Calisma, zymosanin SP-A i¢in bir ligand olmadigini
ve SP-A'min zymosan kaynakli TNF- a salgilanmasimi diistirdiigiinii gostermektedir

(Sato, Sano et al. 2003). SP-A ayrica, bir SP-A ligandi olmayan, proinflamatuar sitokin
salimimin1 da inhibe eder ve TLR2’ yi baglayabilir (Murakami, Iwaki et al. 2002).

Calismamizda SP-A’ nin molekiiler agirligi dogrulanarak, literatiirde bu konuda sinirl
sayida yer alan calisma ile kiyaslandiginda jel iizerinde tam wuzunluktaki SP-A
monomerik (24 kDa) ve dimerik (50-60 kDa) iki formda belirlendi. Her iki deger de
yontemler farkli olmakla birlikte yapilan ¢aligmalar ile ortiismektedir. SP-A’ ya ait 6zel
fragmentler KINK (22 kDa), GLOB (28 kDa), daha kiigiik fragmentler olan PL i¢in (2
kDa), CDM (4 kDa) olarak izlendi (Sekil 15).

SP-A'nin oldukga etkili ve dogustan edinilen bir opsonin oldugu iyi bilinir (Pison, Max
et al. 1994). Viral ve bakteriyel etkenler ile indiiksiyon sonrasi farkli dozlarn
kullanildig1 c¢aligmalar literatiirde mevcuttur. Bir ¢alismada; 20 ug/ml Polymyxin ile
birlikte kullanilan SP-A etkinligi karsisinda baglanmasi1 amaci ile kullanilmis ve TNF «
diizeyi 10 ug/ml ve 20 ug/ml’ de benzer cevaplar olusturmustur. Ayni ¢alismada
Polymyxin LPS baglayici olarak kullamlmustir (Guillot, Balloy et al. 2002). Ca*" igeren

ortamda SP-A patojene baglanma kapasitesini artirmaktadir. Bu baglanma iligkisinin

77



mannoz reseptorii ile ilgili oldugu ve SP-A nin makofaj aracili fagositozu artirdigi
diistiniilmektedir. 20 ug/ml SP-A en yiiksek cevabin alindig1 doz olarak belirlenmistir
(Kudo, Sano et al. 2004). 10 ug/ml SP-A 1-5 giin ve 1-20 saat aralifinda insan
monositleri ile inkiibe edildiginde TLR2 yiizey protein ekspresyonu azalirken TLR4
ylizey ekspresyonu, makrofaj doniisiimiinde degismeden kalir (Henning, Azad et al.
2008). SP-A aracili Respiratory Syncytial Virus (RSV) uyarimi sonrasi monositlerde
TNFa iiretimi artmakta ve IL-10 diizeyi azalmaktadir. 5-20 ug/ml SP-A ile inkiibasyon
sonrast en iyi cevap 20 ug/ul ile alinmistir. RSV yogun bir sekilde G proteinini
mannozile eder ve SP-A nin karbonhidrat parcalarina baglanmasi i¢in kalsiyum bagiml
G proteinlerine ihtiya¢ duydugu diistiniilmektedir (Barr, Pedigo et al. 2000). Glikolize
SP-A nmn M. tuberkiilozis’ 1 bagladiginin diisiiniildiigli baska bir ¢alismada 100 U/ml
IFN gamma ile 48 saat indiiklenen alveolar makrofajlar insan SP-A’ s1 (0-40 ug/ml) ile
inkiibe edilmis ve 20 ug/ml SP-A’ ya kadar nitrit iretiminin baskilanabildigi
goriilmistiir (Pasula, Wright et al. 1999).

Calismamizda RAW Blue hiicreleri 3 saat 20 ug/ml SP-A ve 0.2 ng/ml LPS ile 5 saat
inkiibe edildi (Sekil 19). Bu degerler yeterli uyaran olusturma ve cevap elde etme
acisindan literatiir ile uyumludur. Tam uzunluktaki SP-A ile LPS etkilesimine iliskin
literatiirde veriler yer almakla birlikte SP-A’ nin farkli fragmentlerinin LPS karsisindaki
baski giiciiniin belirlenmesi literatiir i¢in yenidir. Sonuclar degerlendirldiginde doz ve
etki siiresi agisindan; R-KINK (3.5 ug/ml, etki baslangici: 3 saat), R-GLOB (7.5 ug/ml,
etki stiresi: 2 saat), R-CDM (7.5 ug/ml, etki siiresi: 5 saat), R-PL (7.5 ug/ml, etki siiresi:
3 saat) olarak belirlenmistir. Fragmentler arasinda doz ve siire iligkisi ve baskilama giicii
farklidir. Bu durum SP-A’ nin farkli fragmentleri aracilii ile farkli etkiler olusturma
potansiyeline isaret etmektedir. SP-A calismalarinda farkli yonlerde elde edilen sonuglar
icin cevap olusturabilir. Sonuglar ve Polimiksin etkisi gézden gegirildiginde %8 degeri
farkli calismalar icin yaklasik etkiye benzer iken sonuglar agisindan LPS etkisinin
baskilanmasinda ilave etki {rettigini diislinmekteyiz. Ancak baskilama giiciiniin
Polymyxinin ilave etkisinden daha yiiksek olusu net etkinin belirlenmesine yardimci

olmaktadir (Sekil 20-21).
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Erken dogum ve Notch iliskisi de literatiire eklenen bazi ¢aligmalarda incelenmistir.
LPS/PGN/Poly (I:C) indiiklii uterus ve plasenta ¢aligmalar1 Notch sinyal yolag: ile
bakteriyel iiriinler arasinda iliski olabilecegini gostermistir. Bu calismalar; fare
uterusundaki N1, DLL1 ve HES1’ in inflamatuar indiiklii preterm eylemin baglamasi ile

iliskili olabilecegini (Jaiswal, Agrawal et al. 2015) diisiindlirmektedir.

Arastirmalar farede uterus i¢i LPS indiiklii preterm eylem ile hormon indiiklii eylem
karsilagtirildiginda, LPS indiikli preterm eylemin delta ligandin1 kullanarak
baglayabilecegini bunun da wuterus ile plesantadaki anjiogenezi etkileyerek

gergeklesmekte oldugunu varsaymistir (Agrawal, Jaiswal et al. 2016).

Ayrica, Misoprostol indiiksiyonu ile uyarilan erken dogum modelinde, Notch Sinyal
yoluna ait reseptor ve ligand degisikliklerinin, kas, kan damari ile makrofaj iizerinde
yaptiklart shift araciligi ile erken dogum mekanizmasint N1, DLL1 ve JAG-2 aracilig1
ile etkileyebilecegi diisiiniilmektedir (Avci, Simsek et al. 2018).

Calismamizda LPS aracili erken dogum modeli iizerinde Notch yolunun etkilendigi
goriildii. N1, DLL-1 artis1 literatiire parelel olup, JAG-2 ekspresyonunun mast hiicreleri
aracilif1 ile modifiye edilmekteydi (sekil 25-28, sekil 35-37). Immunofloresan boyamasi

ile JAG-2 eksprese eden hiicrelerin mast hiicreleri oldugu goriildii (sekil-27).

IND hem COX-1 hem de COX-2'yi inhibe etmekle birlikte, COX-1" i daha fazla
secicilik ile inhibe eder (Warner, Giuliano et al. 1999). Ayni1 zamanda bir PGE2
inhibitoriidiir (van den Akker, Vrijsen et al. 2018). IND yaklagik 5 ila 10 saatlik bir
biyolojik yar1 dmre ve 1 ila 2.5 ml/kg/dakikalik bir plazma klirensine sahiptir. Prematiire
bebeklerde IND yar1 6mrii, gebelik yasi ile ters orantilidir ve yetiskinlere kiyasla anlamli
sekilde uzar (Helleberg 1981). Histolojik calismalar i¢in subcutan 5 mg/kg IND
uygulamadan 24 saat sonra farelerde doku diizeyinde inceleme igin olanak saglamistir
(Laudisi, Di Fusco et al. 2019). 1 mg/kg IP IND uygulama sonrasi farelerde 1-3 giin
arasinda bazi interldkinler, PGE2 ve TNF-a cevap degisikligi ELISA ile 6l¢iilebilmistir
(Gentile, Queiroz-Hazarbassanov et al. 2015). Farkli bir caligmada egzersiz ile kombine
edilen ve gavaj ile uygulanan IND i¢in 2.5 mg/kg farelerde iyi tolere edilen ve letal

olmayan doz olarak belirlenmistir (Enos, Davis et al. 2013). IND’ nin alinis zamani
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etkisi agisindan onemlidir. Sirkadyen ritimden etkilenen IND ac¢isindan sabah 6gle ve
aksam alimma durumuna bagl olarak agri cevabi etkilenmektedir (Bruguerolle 1992).
Yan etkiler giindiiz alimlarinda daha fazla bldirilmistir (Levi, Le Louarn et al. 1985)
IND’ nin farmakokinetiginin sirkadiyen degisiklik mekanizmalar1 esas olarak ilag¢

dagilimindaki degisikliklerle ilgilidir (Guissou, Cuisinaud et al. 1987).

IND gibi steroid olmayan antiinflamatuar ajanlar, siklooksijenaz (COX) enzimini inhibe
etmek suretiyle viicutta etkili olan prostaglandin biyosentezi inhibitdrleridir. Bu nedenle
anti-inflamatuar ilaglar erken dogumu 6nleme potansiyeline sahiptir (Loudon, Groom

et al. 2003);(Kayaalp 1997).

COX-1 pek ¢ok doku i¢in yapisal bir enzim olarak kabul edilmek ile birlikte COX-2
inflamatuar stiimiilasyona yanit olarak indiiklenebilir bir enzimdir. COX eksikligi olan
hiicreler tizerindeki veya COX inhibitorlerinin kullanildigi caligmalar, COX-2'nin
PGE2'nin ytiiksek iiretimine neden oldugunu ve LPS'den uygulamasindan sonra daha az
oranda diger prostanoidlerin iiretimine aracilik ettigini gostermistir. Buna karsilik, LPS,
MyDS88'e bagl bir sekilde COX-1'1 asag1 regiile etmektedir. COX-1 eksikliginde, LPS
uygulamasindan sonra PGE2 iiretimini arttig1 ve vazoaktif PGE2'nin COX-2'ye bagl
prostanoidlerin {iretim yanitin1 olusturdugu goriilmiistir. COX-2 LPS’ den sonra
prostanoid {iretiminin ana aracisidir. Yine TLR-4 aktivasyonu astrositlerde COX-1" de
azalmaya neden olmaktadir (Font-Nieves, Sans-Fons et al. 2012). COX-1'in azaltilmis
ekspresyonunun, artan COX-2 ekspresyonu ile birlikte oldugu, LPS ile tedavi edilen
sicanlarin akcigerlerinde ve kalplerinde daha 6nce bulunmustu (Liu, Newton et al.
1996). LPS uygulamasindan sonra PGE2 iiretimi tamamen COX-2’ ye baghdir. COX-1
ise COX-2'ye bagimli PGE2 iiretimi iizerinde negatif kontrol etkisine sahiptir (Font-
Nieves, Sans-Fons et al. 2012).

IND tedavisinin erken dogum iizerindeki etkisi, uterus kasilmalarinin Onlenmesi ve
gebelik siiresinin uzamasi agisindan degerlendirilmektedir (Zuckerman, Shalev et al.
1984). IND karsilastiran ¢ok sayida randomize kontrollii calismalarin ¢ogunda (% 75),
IND’in en fazla 48 saate kadar erken dogumu geciktirdigi gosterilmistir (Quaas,
Goppinger et al. 1987);(Kalgutkar, Crews et al. 2000);(Doggrell 2004);(Vermillion and
Landen 2001). PGF,, uygulanmasi gebe ratlarda dogumu geciktirirken, IND
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uygulanandiginda olusan perinatal Oliimler azalmamistir. Bu durumun IND’ nin
prostaglandin sentezi lizerinde yaptig1 baskilayici etkisine bagli oldugu diisiiniilmiistiir.5
mg/kg IND progesteron diisiisiinii geciktirmekle birlikte engelleyemez. Bireysel olarak
sicanlarda plazma progesteronuna bagli olarak IND’ ye olan tepkiler énemli dlgiide
degisebilir. Her ne kadar siganlarda indometazinin ana etkisi luteolizin inhibisyonu gibi
goriinse de, bu mekanizma primatlarda gebeligin uzamasindan pek sorumlu olmayabilir
ve uterus kontraktilitesinin, plasental hormon {retiminin veya diger faktorlerin
antienflamatuvardan etkilenip etkilenmedigi arastirilmalidir (Fuchs, Smitasiri et al.

1976).

Farelerde, 10 mikrogram LPS uygulamasi sonrasi desidual explantlarda, kontrole gore
PGE, PGF,,, COX-2 ve Tromboksan B2 seviyelerinde belirgin artis ve %78 fetal 6liim
gorlilmiistiir. Bu farelere 14 pg/ml indometazin igme suyuna eklenerek giinde toplam
~56 pg/ml almasi saglandiginda fetal 6liim %24, subkutan 35 pg/ml alimda ise fetal
olim %1 olarak belirlenmistir (Silver, Edwin et al. 1995).

IND; 24-34 hafta aras1 gebeliklerde basarili bir tedavi i¢in gerekli olan 200-300 mg/giin
indometazin alan vakalarin %83’ iinde terme ulagma, %10’unda 2-7 giin arasinda

gecikme goriilmiis, %7’ sinde ise herhangi bir etki tespit edilememistir (Zuckerman,

Shalev et al. 1984).

Calismamizda 6zellikle TLR-2 cevabinin baskilanmasinda etkili oldugu goriilen IND’
nin (Sekil 38), LPS baskilanmasi sirasinda doz bagimli olarak cevap olusturabilecegi ve
farkli reseptdr ve ligandlar araciligr ile bu cevabi yonettigi diisiiniildii (sekil 24-31),
(sekil 32-37). COX-1 ile etkilesimin LPS uygulanan grupta fazlayd: ve azalan protein
diizeyi COX-1 inhibisyonu ile iligkiliydi. IND’ de aymi sekilde COX-1 inhibisyonuna
neden olmaktaydi (Sekil 32). IND’ nin JAG-2’ yi baskilayarak LPS’nin etkisini
sinirlayabildigi (Sekil 36) ayrica IND’ nin SPA ile etkilesime girdigi (Sekil 33) ancak
LPS verilen grupta siireci geriye ¢evirme de yeterli olamadigi bu durumun doz ile ilgili
olabilecegi diisliniildii (Sekil 33). Her iki madde de farkli aracilar kullanarak LPS

etkisini sinirlayabilmektedir.
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Dogum siirecini etkileyen ve enfeksiyon siirecinde yer alan 6nemli hiicrelerden biri de
makrofajlardir. Fetal ve maternal bolmedeki makrofajlar, uzun siiredir pek c¢ok
aragtirmanin odaginda yer almistir ve her iki kompartimandaki makrofajlar gebeligin
tliim asamalarinda 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu hiicreler uterin bag dokularinin ve
kan damarlarinin yeniden sekillendirilmesi, trofoblast (fetal hiicre) implantasyonunun
diizenlenmesi, fetal antijenlere karsi bagisiklik toleransi, komsu Idkositlerin
immiinomodiilasyonu ve dogumun baglatilmas1 gibi basarili gebelik i¢in gerekli olan
cesitli islemleri desteklemektedir (Nagamatsu and Schust 2010);(Hamilton, Oomomian
et al. 2012);(Shynlova, Nedd-Roderique et al. 2013).

Makrofajlar baglangigta M1 veya M2 polaritesi olarak tanimlanan farkli fenotipleri
gosterir. M1 makrofajlar, antibakteriyel etkinlige sahip olup, hiicre aracili immiin yanita
kars1 T hiicre yanitim1 TH1 yoniinde degistirme kapasitesi gosterir (Mantovani, Sica et
al. 2004);(Mills, Kincaid et al. 2000). M1 polarizasyonunu tesvik ettigi bilinen harici
uyaranlar, E. coli kaynakli lipopolisakkarit, IFN-y, TNF-a, IL-6, GM-CSF (Martinez and
Gordon 2014) ve TLR4 agonistleridir. Buna karsilik, M2 makrofajlari, doku yeniden
modellemesine katilir, immiinosiipresif niteliklere sahiptir ve antikor aracili TH2 immiin
yanitt gelistirir (Mantovani, Sica et al. 2004). M2 yoniinde polarize hiicreler (alternatif
olarak aktive hiicreler) mannoz ve scavenger reseptorleri bol eksprese ederler ve M2
polarizasyonunu indiikleyen uyaranlar IL-4, IL-10, IL-13, IL-33, TGF- ve G-CSF’ dir
(Brown, von Chamier et al. 2014).

Servikal olgunlagma, enflamatuar hiicrelerin istilasini, kollajen parcalanmasini ve hiicre
dis1 matrisin yeniden yapilandirilmasini igeren bircok yonden enflamatuar bir islemi
andirir. Mast hiicreleri ¢esitli enflamatuar ajanlar iiretir ve servikal olgunlagsmada
fonksiyonel bir rol oynar. Servikal mast hiicrelerinin sayisinin artmis olup olmadigini ve
gebelikte uyarilip uyarilmadigini inceleyen bir c¢alismada gebelik ile birlikte serviks
agzinda mast hiicresi sayisinin arttig1 ve serviks olgunlasmasini etkiledigi diistintilmuistiir
(Norstrom, Vukas Radulovic et al. 2019). Insan ve fare mast hiicreleri TLR-2 ve TLR-4
reseptorlerini birlikte eksprese etmektedir. Ek olarak LPS'nin, insan monositlerinde ve
alveolar makrofajlarinda TLR2, TLR4 ve TLRY i¢cin mRNA seviyesini arttirdig1 (Juarez,
Nunez et al. 2010) gosterilmistir. TLR2, TLR4 ve TLRO ifadesi, bakteriyel bilesenler
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veya TLR'ye 6zel ligandlar tarafindan enfeksiyon veya enflamasyon bdlgelerinde in vivo

olarak farkli sekilde diizenlenebilir (Juarez, Nunez et al. 2010)

Mast hiicreleri sahip olduklari uterotonik mediatér birakma potansiyeli ile degraniile
olduklarinda gebelerde miyometriyumundaki kasilmalar1 baglattig1 gosterilmistir. Bu
durum onlarin gebelik siirecinde diizenleyici rollerinin olabilecegini diisiindiirmiistiir
(Bytautiene, Vedernikov et al. 2004). Mast hiicrelerinin aktivasyonu uterus
kontraktilitesinin uyarilmasi i¢in etkili bir mekanizmadir ve termin ya da erken dogumun
kontroliinde énemli bir rol oynayabilir (Garfield, Bytautiene et al. 2000). Ostrojenlerin,
CRH ve oksitosinin mast hiicre degraniilasyonunda pozitif regiilatérler olduklar
bilinmektedir (Rudolph, Rojas et al. 2004). Postpartum servikste de sayilarinin artmis
olarak gorlilmesi dogum sonrasi servikal diizenleyici rollerinin olabileceginide
diisiindiirmektedir (Bosquiazzo, Durando et al. 2005) Mast hiicre degraniilasyonunun,
hamilelik sirasinda sigan rahim agzinin normal anjiyogenezine katkida bulunmak i¢in
gerekli bir islem olabilecegine dair kanitlar vardir (Varayoud, Ramos et al. 2004). Mast
hiicreleri ile VEGF aracili anjiogenez arasinda iliskiye dikkat ceken c¢alismalar
bulunmaktadir (Detoraki, Staiano et al. 2009, Gilfillan and Beaven 2011). Mast hiicre
degraniilasyonunun inhibisyonu sonucu makrofaj sayisini artirmanin gebelik sirasinda
yeni damar olusumunu destekleyecek bir mekanizmanin pargasi olabilecegi de

diisiinceler arasindadir (Bosquiazzo, Ramos et al. 2007).

Makrofajlar ve monositler, enflamatuar sinyallere yanit olarak COX-2 enzimlerini
diizenler ve bu nedenle PGE2 ve diger eikosanoidlerin basglica iireticileridir (Tonby,

Wergeland et al. 2016).

Calismamizda gebelik ile birlikte makrofaj lokalizasyonunun serviks stromal alaninda
arttig1 izlendi. Bu lokalizasyonun 6zellikle mast hiicrelerininde aracilik ettigi JAG-2
ekspresyonunun modifikasyonu ile iligkili olabilecegi diisiiniildii (sekil 28,29). Ayrica bu
hiicrelere ait aktivasyonun gebelik doneminde uygulanan cerrahi islemlerden

etkilenebilecegide dngoriilmektedir (sekil 36).
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6. SONUC ve ONERILER

Erken dogum siireci ve molekiiler alt yapisinin aydinlatilmasina yonelik c¢aligmalar
dogru tedavi ve klinik yaklagimin belirlenmesi adina hala arastirilmaya devam eden ve
gelistirilmeye agik konular arasindadir. Pek ¢ok doku ve sistemi igerisine alan bu siire¢
aynt zamanda hayvan modellerinin olusturularak insan fizyolojisini modelleyen
deneysel planlamalarin yapilmasini da gerekli kilmaktadir. Calismamizda invivo ve
invitro deney kosullarinda erken dogumu degerlendirmeye yonelik ¢alismalar yapilmis
ve kullanilan model {izerinde SP-A ve fragmentlerinin etkileri gozlenmistir. Calisma
sonuglarimiz SP-A’ nin LPS ile olusturulan inflamatuar yaniti baskilayarak erken
dogumun Onlenmesine yoOnelik bir potansiyele sahip oldugunu gostermistir.
Fragmentlerin ayr1 ayr1 Ozelliklerinin arastirilmasinin literatiirde yer alan, SP-A’ nin
farkli ortamlarda ve farkli baglanma kosullarinda olusturdugu etkileri acgiklama
konusunda yardimci olabilecegini diigiinmekteyiz. IND uygulamasinin protein
diizeyinde Notch sinyalini tizerinde pek ¢ok degisiklige sebep oldugu ve 6zellikle SPA
ile ilintisinin oldugu goriilmistiir. Doza bagimli etkilerinin ayrintili aragtirilmasi ile,

erken dogumun 6nlenmesinde her iki maddeninde 6nem arz ettigi kanaatindeyiz.
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