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1. OZET

Bu tezde; disilerde gebelik Uzerine 6nemli etkileri olan IL-10 ve
TGFB'ya karsi gelistirilen noétralizan antikorlarin, farelerde ¢iftlesme
sonrasi uygulanmasinin gebelik oranlari, IL (Interleukin )-2, IL—4, IL-6, IL—
10, IL-17, IFNy (Interferon Gamma), TNFa (Tumor Necrosis Factor Alfa)
ve TGFB (Transforming Growth Factor Beta)'nin kan serumu ve uterus
sivisindaki konsantrasyonlari Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaclandi.
BALB/C irki 21 adet disi farenin kullanildigi c¢alismada, hayvanlar
ciftlestirilerek rastgele Ug¢ gruba ayrildi. Birinci gruptaki hayvanlar kontrol
grubu olarak segcildi. ikinci grup hayvanlara ciftlesme sonrasi 0,5 mg anti-
IL—10; 3. gruptaki hayvanlara da 0,5 mg anti-TGF( intraperitonal olarak
enjekte edildi. Tum gruplardaki hayvanlar cifttesme sonrasi 13. gunde
dekapite edilerek kanlari alindi. Hayvanlarin uteruslari ¢ikarilarak gebe
olup olmadiklari saptandi. Ayrica, hayvanlarin uterus yikama (irrigasyon)
sivilari elde edildi. Uterus sivilarindaki ve kan serumlarindaki sitokin
konsantrasyonlari, multiplex immunoassay teknigi kullanilarak belirlendi.
Sonug¢ olarak, gebe kalma oranlari agisindan gruplar arasinda fark
bulunmadi. Gebe hayvanlarin uterus sivisi sitokin konsantrasyonlari
kargilastirildiginda ise anti-IL-10 antikoru enjekte edilen 2. grupta TGF(
konsantrasyonunun (P<0,01) diger gruplara nazaran daha ylksek oldugu
tespit edildi. Ancak, gebe hayvanlarda, diger sitokinlerin hem uterus sivisi

hem de kan serum konsantrasyonlari agisindan fark bulunmadi. Buna



badli olarak, calismamizda farelerde ciftlesme sonrasi anti-IL-10 ve anti-
TGFB antikorlari uygulanmasinin gebelik oranlarina etki etmedigi

sonucuna varildi.

Anahtar Kelimeler: Gebelik, Anti-IL—10, Anti-TGF, Fare, Sitokin.



2. ABSTRACT

In this thesis, we were aimed to determine the effects on pregnancy
rate and blood serum and uterine fluid concentrations of IL-2, IL—4, IL-6,
IL-10, IL-17, IFNy, TNFa and TGFB which have significant effects on
pregnancy in females of neutralizing antibodies developed against for IL-
10 and TGF after mating in mice. BALB/C breed study of 21 female mice
used in the mating of animals was divided randomly into three groups. The
first group was chosen as control group animals. The second group of
animals, 0.5 mg of anti-IL-10; a third group animal in the 0.5 mg group of
anti-TGF( after mating was injected intraperitoneally. All groups of animals
were decapitated and their blood was collected 13" days after mating.
Removed from uteri of animals and determine whether they were
pregnant. In addition, the animals uterine flushing (irrigation) fluids were
obtained. Uterine fluids and blood serum cytokine concentrations were
determined using a multiplex immunoassay technique. As a result,
pregnancy rates did not differ between the groups. In comparison of
cytokine concentrations in uterine fluid of pregnant animals, anti-IL-10
antibody injected TGFB concentration in second group (P<0.01) were
found to be higher than other groups. However, other cytokines in
pregnant animals found no difference in uterine fluid and blood serum

concentrations. Accordingly, it was concluded that the present study in



mice after mating anti-IL-10 and anti-TGFB antibodies did not affect
pregnancy rates.

Keywords: Pregnancy, Anti-IL—10, Anti-TGF, Mouse, Cytokine.



3. GIRiS

Digilerde gebelik Gzerine immun sistemin etkileri ile ilgili cok sayida
calisma yapilmistir. Gebeligin sekillenmesi, devami ve sonlanmasi ayri
ayri  fizyolojik,  biyokimyasal ve immunolojik  mekanizmalarla
aciklanmaktadir. Ozellikle sitokinlerin fertilizasyonda, implantasyonda,
gebeligin devaminda, abortlarda ve dogumda oynadiklari roller gegmiste
yapilan cgalismalarla ortaya konulmustur. Ancak, cifttesme sonrasindaki
sitokin profillerinin ve bu profillere etki edecek uygulamalarin gebelik
uzerine etkileri ile ilgili fazla bilgi bulunmamaktadir. Sunulan bu tezde de,
gebeligin devam etmesinde 6nemli rol oynayan IL-10 ve TGFB’ya karsi
geligtirilen antikorlarin farelerde giftlesme sonrasi uygulanmasinin gebe
kalma oranlari ile Th1/Th2 polarizasyonunu gdsteren sitokin
konsantrasyonlari Uzerine olan etkilerinin belirlenmesine yonelik bir
arastirma planlandi.

Digilerde Greme biyolojisi Uzerine etki eden ¢ok sayida faktor vardir.
Subfertiliteden steriliteye kadar degisen bir yelpazede fertiliteye etki eden
enfeksiyoz, genetik, hormonal ve beslenme gibi ¢ok sayida faktdr olmakla
birlikte immunolojik sebeplere bagli faktorler de bu konuda énemli bir yer
tutmaktadir. Ureme biyolojisi icerisinde yer alan tim konularda oldugu gibi
gebeligin sekillenmesi ve saglikl bir sekilde devam edebilmesi igin de

immun sistemin optimal sartlarda ¢alismasi gerekir.



immiinolojik reaksiyonlarin diizenlenmesinde hiicrelerden ézellikle
CD4" T lenfositlerden salgilanan sitokinler énemli rol oynar. ThO lenfositler
Th1 ve Th2 adli 2 alt gruba farklilasirlar: Th1 grubu CD4" T lenfositlerden
IL-2, IL-12, IL-15, IL-18, IFNy ve TNFR salgilanirken; Th2 grubu CD4" T
lenfositlerden IL—4, IL-5, IL-6, IL-10, IL—13 ve GM-CSF salgilanir (5, 49).
Th1 hucreleri hicresel immanite ile ilgili iken; Th2ler ise humoral
immuniteden sorumludur. Makrofajlar ve NK hucreler dogal immunitenin
hicreleridir ve gerekli sitokinleri Gireterek CD4" T lenfositlerin fonksiyonel
polarizasyonuna etki ederler. Th1 polarizasyonu igin IFNy ve IL-12; Th2
polarizasyonu igin IL—4 gereklidir. Bu sitokinlerin varliginda ThO hucreler
bu iki alt gruba farkhlasirlar (5, 15, 54, 69). Gebelik stresince Th1 ve Th2
sitokinlerin ek kaynagi olarak decidual epitelyum, decidual stroma, cyto-
ve syncytiotrophoblast, chorion, amnion ve Hofbauer hicreleri de vardir.
Sitokinler,  trofoblast invazyonu suresince  dokularin  yeniden
bicimlendiriimesi, plasental hormonlarin Uretimi ve fetliise karsi maternal
toleransin gelisimi gibi gebelikle ilgili birgok konuda goérev alirlar (7, 22, 59,
71).

Fetlsun etrafindaki sitokin ortami, gebeligin devami igin son derece
onemlidir. Gebelik, Th2 polarizasyonuyla iliskilidir. Th2 tip yanitlar fetlisin
gelismesine izin verirken, Th1 gibi yanitlar aborta sebep olur (43).
Ornegin, CBA/J ve DBA/2 melezi farelerde abortlar yiiksek oranda gérilir.
Bunun sebebi Th2 tip sitokinlerin Gretiminin yetersizligidir (50). Chaouat ve
ark. (9), CBA/J ve DBA/2 melezi farelerde abortlarin ylksek oranda

g6zlenmesinden korunmak igin IFN-tau enjeksiyonlari kullanilarak IL-10



uretiminin stimule edilebilecegini bildirmektedirler. Yine, bu calismada anti-
IL-10 monoklonal antikoru enjekte edilen farelerde fetal kayiplarin

oraninin arttigi1 da ileri surtlmektedir.

3.1. T regiilator (Treg) hiicreler ve Gebelik

Supresif veya Treg hucrelerin gebeligin devaminda d6nemli rol
oynadiklari 1970’li yillarin sonlarindan beri ileri strtlen bir fikirdir. Daha
sonradan supresif 06zelligi olan Treg lenfosit olarak adlandirilan
CD4'CD25'Foxp3™ T hiicrelerin identifikasyonu, gebelikte bu hiicrelerin
roli olduguna dair yeni fikirlerin dne surilmesini saglamistir (29). Aluvihare
ve ark. (2), CD25 lenfositlerin BALB/c nu/nu farelere transfer edildiginde
allogeneik gebeliklerin fetal kayipla sonuglandigini bildirmektedirler. Yine
bu calismada, gebelikte maternal CD4°CD25" T hicrelerin
populasyonunun arttigi ve bu hicrelerin karisik T lenfosit kultlrlerine
katildiginda da hucrelerin proliferasyonunun inhibe oldugu bulunmustur.

Gebelikte Treg lenfositlerin dnemli rol oynadidi, farelerde ilk defa
2004 yihinda gosterilmistir (2). Ciftlesme sonrasi 2. gunde uterustan lenf
nodullerine drene olan Treg lenfositlerin tespiti yapilabilmektedir.
Farelerde ciftlesme sonrasindaki gunler igerisinde bu hucrelerin sayisinin
arttigi da ileri surtlmektedir (2).

Farelerde allogeneik veya syngeneik erkeklerle yapilan
ciftlestirmelerde, cifttesme gunlinde CD25 reaktif PC61 monoklonal

antikoru uygulandiginda, uterustan lenf nodiillerine drene olan aktive CD8"



ve CD4" lenfositlerin sayisinin artti§gi ve dogan canl yavru sayisinin
azaldig! bildiriimektedir. Ancak, bdyle bir durumun syngeneik gebelikte
ortaya ¢cikmadigi da ileri strtlmektedir (11).

Treg lenfositlerin immunosupresif etki mekanizmalari tam olarak
aydinlatilamamis ise de IL-10 ve TGFB'nin bu imminosupresyon

sirasinda arttigi bilinmektedir (27).

3.2.1L-10

IL-10, immun yanitta anahtar bir rol oynar. Cunkl, T hdcrelerden
sitokin Uretimini baskilama yetenegine sahiptir ve bu nedenle Cytokine
Synthesis Inhibitory Factor (CSIF) olarak bilinir. IL-10 immunosupresif
etkisini direkt T hdcreler Uzerine degil de antijen sunucu hucrelerin
seviyesine etki ederek ortaya ciktigi ileri surtlmektedir. Bu sitokinin
monosit ve makrofajlardan IL-a1, IL-183, IL-6, IL-8, IL-12, TNFa, GM-CSF
sentezini, reaktif oksijen ve nitrojen ara Urunlerini, Th1 hucrelere antijen
sunumunu inhibe ettigi bilinmektedir (17).

Bu sitokin monosit, makrofaj, Treg, T lenfosit, dendritik hicreler ve
mast hdcrelerinden salgilanir. IL-10’un antiinflamatuar 6zelligi de vardir ve
proinflamatuar sitokinleri (IL—-1 B, TNF-a, IL-6) ve Th2 hucrelerini uyaran
IL—4, IL-5’i inhibe eder (28, 66). Ayrica, IL-2 salinimini da baskilayarak
CD4" T lenfositlerin aktivasyonunu inhibe eder ve bu vyolla tolerans
gelisimini saglar. MHC-Il salinimini da azaltarak makrofaj ve dendritik

hicrelerden T hucrelerine antijen sunumunu bloke eder (13). IL-10’un



inhibitér  etkilerine ragmen B lenfositlerin  proliferasyonunu ve
immunoglobulin sentezini de uyarmaktadir (62).

IL-10, sitokinlerin ¢ok miktarda uretiimesini de icine alan asiri
immun reaksiyonlarin kontrolinde énemli rol oynar. IL-10, tipik olarak
TNFa, IL-1, ve IL-6 gibi inflamatuar mediatorleri inhibe edebilir (4).

Bu sitokin, gebeligin saglikh bir sekilde devam edebilmesi igin
gereklidir. Normal ve patolojik gebeliklerin karsilagtirildigr  gesitli
calismalarda, patolojik gebeliklerde IL-10 Uretiminin azaldigi bildirilmistir
(32, 38). Progesteronun, ThO hucrelerin Th1 hulcrelere donlismesini ve
Th2 hicrelerden de IL-10 salinimini inhibe ettigi belirtimektedir (44). IL-
10’un, corpus luteum maturasyonu ile birlikte (25), embriyoya zararli olan
Th1 sitokinlerin Uretimini inhibe etmek suretiyle, uteroplasental tGnitede NK
ve bazi inflamatuar hicrelerin sayisini azaltarak gebeligin devaminda rol
aldigi belirtiimektedir. Ayrica, uterusta bulunan IL-10’un trofoblastlardan
HLA-G ekspresyonuna etki ettigi bilinmektedir (10). Yine bu sitokinin,
kadinlarda trofoblast invazyonunu azalttigi da ileri surtlmektedir (61).

Saglikli bir gebeligin baglamasi igin normal sartlar altinda IL-10 ve
reseptorlerinin erken gebelik doneminde endometriyumda ve decidua
hicrelerinde bulunmasi gerekmektedir. Bu sitokin, otokrin etkiye bagli
olarak decidual hucrelerin proliferasyonuna ve TNFa sekresyonuna sebep
olurken, parakrin etkiye bagl olarak ta maternal immun tepkiye sebep olur

(70).
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3.3. TGFB

TGFB, T hucre bagimli antikor Uretimini baskilar, IgA Uretimini
indUkler. Ayrica, basta B, T ve makrofajlar olmak Uzere birgok hucre
turine antiproliferatif etki gdsterir. Trophoblast, decidua, koriyonik ve
amniotik membranlarin hepsi Th2 sitokinlerin (IL—4, IL-6, IL-10, IL-13) ve
TGFB’'nin kaynaklaridir (6, 14, 33, 60). Bu sitokinler, proinflamatuar etkili
IL-1B, TNFa ve IL-8in salinimini sinirlayarak Th2 bazli bir ortamin
gelisimini saglarlar (6, 18, 19, 33, 35, 53). TGF[3, hucre proliferasyonu ve
farkhlasmasi Uzerine inhibitdér ve stimulatér etkili bir immuanoreguilatérdir
(72).

TGFB'nin 3 izoformunun da insan ve kemirgenlerin
endometriyumunun  epitelyum ve stromasinda lokalize oldugu
bilinmektedir. TGFB’nin implantasyon slrecinde maternal immuntoleransin
saglanmasinda ve invitro ortamda VEGF, MMP-9, IGFBP-1 ve LIF gibi
implantasyonla iliskili ¢esitli molekulleri dizenledigi ileri strtlmektedir (16,
26). TGFB knockout farelerde, erken embriyonik 6lim veya dogum sonrasi
olim goruldagu bildiriimektedir (36). Yine yapilan c¢alismalarda, TGFf
reseptor tip 1 ve tip 2 mRNA’larinin 6strus siklusu boyunca ve erken
gebelikte rat endometriyumunda eksprese edildigi godsteriimis ve
fonksiyonel TGFp sinyallerinin implantasyonun baslangiciyla ve trofoblast

invazyonuyla iligkili oldugu ileri surtlmektedir (39, 40).



11

Konu ile ilgili calismalarda, TGFB’'nin kadinlarda trofoblast
invazyonunu, proliferasyonunu ve sinsityotrofoblastlara farklilasmasini

azalttigi bildirilmektedir (8, 21, 45).

3.4. Ciftlesme Sonrasi Uterus Ortaminin immiin Sistemle

lliskisi

Ciftlesme, Ozellikle seminal plazmadan kaynaklanan nedenlerle
uterusta gegici inflamatuar tepkilere sebep olur. Bu durum, blastocyst
hatching’inden basglayip implantasyona kadar devam edebilir. Bunun,
uterusta bulunan lenfositlerin immunopermisif etkisinden kaynaklandigina
inaniimaktadir. Vesicula seminaliste bulunan TGF gibi spesifik faktorler,
farelerde uterus epitelinden ve I6kositlerden GM-CSF gibi sitokinlerin ve
kemokinlerin sentezine sebep olurlar (55, 58, 68). Bu agidan, cifttesmenin
uzun vadede bir immuinomodulasyona sebep oldugu da ileri strtlmektedir.
implantasyon éncesi dénemde embriyonun yasamasi igin uygun bir sitokin
ortaminin olmasi gerekir. Ozellikle immiinosuppresif aktiviteye sahip IL-
10’'un ciftlesmeye bagdli olarak sekillenen inflamatuar tepkilerin ortaya
cikisinda rol aldigi ileri surllmektedir (47). Robertson ve ark. (58),
cgiftlesmenin IL-6 ve GM-CSF seviyelerini de arttirdigini belirtmektedirler.

Ciftlesme sonucunda seminal plazmaya maruz kalan disilerde Treg
lenfositlerin bolgesel lenf yumrularinda ve uterusta populasyonunun arttigi,
bunun da, implantasyon O6ncesi embriyoya karsi maternal immuin

toleransin gelisiminde rol oynadigi ileri surtlmektedir. S6z konusu
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reaksiyonun olusabilmesi ayrica, TGFp’nin dahil oldugu immuin
deviasyonun ve antijenik uyarimin olmasi gerekmektir. Bu durumun
gercgeklesebilmesi icin sperm ve seminal plazmanin her ikisi de ortamda
bulunmahdir (56, 57, 73).

Sunulan g¢alismada, gebeligin sekillenmesinde ve devaminda rol
oynayan IL-10 ve TGFp’ya karsi gelistirilen antikorlarin, farelerde
ciflesme sonrasi uygulanmasinin gebelik oranlari, uterus sivisindaki ve
kan serumundaki IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNy, TNFa ve TGFf

sitokin konsantrasyonlari Uzerine etkilerinin belirlenmesi amaglanmistir.
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4. GEREG VE YONTEM

4.1. Hayvanlar

Arastirmada, 25-30 gr agirhiginda, 3—4 aylik, 21 adet BALB/C 1irki
disi fare kullanildi. Hayvanlar, Firat Universitesi Deneysel Arastirmalar
Merkezi'nden temin edildi. Calisma suresince hayvanlar yediserli gruplar
halinde kafeslerde tutuldu ve gun boyu 12 saat karanlik, 12 saat 1sik rejimi
uygulandi. Hayvanlara yiyebildikleri kadar yem ve su verildi. Aragtirma igin
Firat Universitesi Deney Hayvanlari Etik Kurulundan Etik Kurul Raporu

alindi.

4.2. Uygulama Gruplari

Hayvanlarin kafeslerine bir adet erkek hayvan vyerlestirilerek
ciftlesmeleri takip edildi. Vaginal plak goérilen veya vaginal smearda
spermatozoon tespit edilen hayvanlar ciftlesmis olarak kabul edildi.
Vaginal plak olusumunun daha kolay tespiti i¢in tim hayvanlarin
kafeslerinin zeminleri siyah materyalle kaplandi Vaginal plak gézlemi ikiser
saat araliklarla yapildi. Daha sonra hayvanlar rastgele 3 gruba ayrildi.

1. Grup hayvanlara (n=7) vaginal plak veya vaginal smearda
spermatozoon tespit edilir edilmez 0,5 ml serum fizyolojik intraperitonal

yolla enjekte edildi.
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2. Grup hayvanlara (n=7) vaginal plak veya vaginal smearda
spermatozoon tespit edilir edilmez 0,5 mg monoklonal Mouse anti-IL-10
antikoru (eBioscience) intraperitonal yolla enjekte edildi (63).

3. Grup hayvanlara (n=7) vaginal plak veya vaginal smearda
spermatozoon tespit edilir edilmez 0,5 mg monoklonal Mouse anti-TGFf3
antikoru (GeneTex) intraperitonal yolla enjekte edildi (63).

Tum gruplardaki hayvanlar vaginal plak veya vaginal smearda
spermatozoon tespit edildikten 13 gln sonra dekapite edildi. Dekapite
edilemeden 6nce hayvanlarin kanlari intrakardiyak olarak alindi ve rutin
islemler sonrasi serumlari ayrilarak dlgiimler yapilana kadar -80 °C’de
sakland1.

Dekapite edilen hayvanlarin, uteruslari c¢ikarilarak gebe olup

olmadiklari tespit edildi.

4.3. Uterus Sivisinin Toplanmasi

Hayvanlar oldurtldikten sonra, uterus sivilari Harris ve ark. (24) ve
Orsi ve ark.’nin (47) tarif ettigi sekilde elde edildi. Buna gore, c¢ikarilan
uteruslarin cornulari ligatire edildikten sonra mineral yaglarla irrige
edilerek uterus sivilari toplandi. irrigsyon igin 1 ml mineral yag kullanild.
Daha sonra, bu numuneler, 5 dk 9000 devirde mikrosantriflij edilerek
hicre dokuntilerinden temizlendi. Elde edilen uterus sivilari dlgimler

yapilana kadar -80 °C’de saklandi.
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4.4. Sitokin Analizleri

Hayvanlardan alinan kan numuneleri serum ve uterus sivilarindaki
IL-2, IL—4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNy, TNFa ve TGFB konsantrasyonlari
XMAP® tespit teknolojisini esas alan multiplex immunoassay (Procarta®
Cytokine Assay Service, Diax, Italy) ile tespit edildi. TGFp kitleri, TGFB’'nin
sadece aktif formunu tespit edebildiginden numunelerdeki TGFp’nin aktif
formunun ayrilabilmesi i¢in asit uygulamalar yapildi. Bundan dolayi TGF(3

Olcimunde ayri plate kullanildi (12).

4.5. istatistiki Analizler

Gruplar arasindaki gebe kalma oranlarinin karsilastiriimasi igin Ki-
Kare testi kullanildi. Gruplar arasi sitokin konsantrasyonlarinin
kargilastiriimasi igin ise Kruskal Wallis testi yapildi. Bu testte dnemlilik
ciktigr durumlarda oOnemlilik derecesinin belirlenebilmesi icin  Mann
Whitney U testi kullanildi. istatistiki analizler, bilgisayar ortaminda SPSS

11,5 programinda yapildi.
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5. BULGULAR

Elde edilen veriler 1s1ginda, ciftlesme sonrasi 13. glndeki gebelik
oranlari Tablo 1’de o6zetlendi. Buna goére, gebelik oranlari agisindan
gruplar arasinda fark bulunmadi (P>0,05).

Gebe hayvanlarin uterus sivisi  sitokin  konsantrasyonlari
kargilastinldiginda anti-IL-10 antikoru enjekte edilen 2. grupta TGFf
konsantrasyonunun (12,30+2,67 pg/ml) diger gruplara nazaran anlamli
olarak daha yuksek oldugu tespit edildi (P<0,01) (Tablo 2). Ancak, gebe
hayvanlarda, diger sitokinlerin hem uterus sivisi hem de kan serumu
konsantrasyonlari agisindan anlamli fark bulunmadi (P>0,05) (Tablo 2, 3).

Tum gruplarda gebe olmayan hayvanlarin sayilari dusuk
oldugundan dolayr gruplar arasi karsilastirmalar igin istatistiki
hesaplamalar yapilamadi. Yine, ayni sebepten dolayl gebe ve gebe

olmayan hayvanlarin sitokin konsantrasyonlari da kargilastirilamadi.

Tablo 1: Gebe kalma oranlari

Grup 1 (n=7) Grup 2 (n=7) Grup 3 (n=7)
Gebelik Gebelik Gebelik
+ - + - + - P
ni % |ni % |n| % (n| % |n| % |n| %
6 857111429 |5 (71,43 | 2 28,57 |5 | 71,43 | 2 | 28,57 -

- Gruplar arasindaki fark 6nemsiz.
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Tablo 2: Uterus sivisi sitokin konsantrasyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(n=T7) (n=T7) (n=T7)

Gebelik Gebelik Gebelik
Sitokin

+ - + - + -
pg/ml P

(n=6) (n=1) (n=5) (n=2) (n=5) (n=2)

IL-2 433+0,49 4,0 3,30+0,49 4.5 2,80+0,20 3,0 -
IL-4 3,83+0,65 4,0 4,00+0,77 3,0 3,80+0,37 3,5 -
IL—6 5,50+1,12 5,0 5,00+0,89 55 | 480+097 45 -
IL-10 3,33+0,21 3,0 430+0,44 4,25 | 520+097 3,5 -
IL-17 7,33+0,71 6,0 7,00+0,32 7,00 | 6,40+1,02 6,0 -
IFNy 38,83+5,87 53,0 | 48,17+3,32 48,75 |49,00+4,37 60,5 -
TNFa 467+0,49 6,0 4,60+0,51 4.5 3,90+0,40 4,75 -
TGFpB 4,66+0,33° 6,00 | 12,30+2,67* 17,5 | 5,50+0,61° 4,75 *

- Gruplar arasindaki fark 6nemsiz (P>0,05).

2 b Ayni satirda farkli harflerle gdsterilen degerler arasindaki fark

énemli (P<0,01).
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Tablo 3: Serum sitokin konsantrasyonlari

Grup 1 Grup 2 Grup 3
(n=7) (n=7) (n=7)

Gebelik Gebelik Gebelik

Sitokin
+ - + - + -
pg/ml
(n=6) (n=1) (n=5) (n=2) (n=5) (n=2)

IL-2 6,17+1,04 14,0 4,4+0,43 6,5 5,41+2,22 3,75
IL—4 10,92+45,29 31,0 7,00+1,17 9,0 9,34+13,17 6,5
IL-6 63,11+7,88 87,0 38,40+25,05 12,0 74,80+17,44 127,75
IL-10 5,0+0,73 40 4,8+0,2 4.0 5,2+0,58 3,5
IL-17 287,73+11,12 195,0 170,90+56,58 168,5 218,80+27,60 396,0
IFNy 26,33+5,12 18,0 24,20+4,0 19,0 5,33%5,21 14,75
TNFa 31,25+8,52 14,5 39,33+12,33 32,5 19,50+4,84 14,5
TGFB  2403,08+410,56 2830,5 3798,50+962,25 41775 2287,60+710,70 4147,25

- Gruplar arasindaki fark 6nemsiz (P>0,05).
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6. TARTISMA

Sunulan bu tez, gebeligin sekillenmesinde ve devaminda rol
oynayan IL-10 ve TGFp’ya karsi gelistirilen antikorlarin, farelerde
ciftltesme sonrasi uygulanmasinin gebelik oranlari, uterus sivisindaki ve
kan serumundaki IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IFNy, TNFa ve TGFf
sitokin konsantrasyonlari Uzerine etkilerinin belirlenmesini kapsamaktadir.

Gebeligin saglikli bir sekilde devam edebilmesi i¢in her déneminde
birbirinden farkli immunolojik olaylarin ortaya ¢ikmasi gerekir. Bu
reaksiyonlarin temelinde fetlise kargl anne tarafindan olusturulan immun
tolerans mekanizmalari yatmaktadir. Genel olarak kabul goren dusunce,
gebeligin cesitli safhalarinda Th1/Th2 dengesinin belirli kosullarda devam
etmesidir. Ancak, 6zellikle son zamanlarda Treg hucrelerle ilgili bilgilerin
artmasina bagl olarak, tum digilerde gebeligin sekillenmesi ve saglikl bir
sekilde devam edebilmesi icin Th1/Th2 dengesinin yani sira Treg
hicrelerden salgilanan IL-10 ve TGFB’nin da o6nemli rol aldigi
bildiriimektedir (52). implantasyon o©ncesi ve sonrasinda embriyonun
saglikli bir sekilde geligsebilmesi igin endometriyumdan, blastosistden veya
degisik kaynaklardan sentez edilen sitokinlerin olusturdugu bir ortama
ihtiyag vardir. Uygun olmayan bir immun tepki veya dengesiz sitokin
salinimi implantasyon vyetersizliklerine, gebeligin sonlanmasina veya
jinekolojik bir takim komplikasyonlara sebep olabilir (41).

Ovarian steroidlerin etkisi altindaki uterusta, implantasyon éncesi ve

sonrasi donemde rol oynayan faktorlerin etkilerini tam olarak
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aciklayabilmek oldukga zor bir istir. implantasyon éncesi endometriyumda
aseptik yangi benzeri olaylarin sekillendigi ve gesitli sitokinlerin intrauterin
immun olaylarda énemli dizenleyici etkilerinin oldugu bilinmektedir. Daha
once yapilan calismalarda plasental ya da sistemik kaynakli Th2 tip
sitokinlerin normal gebeligin devaminda rol aldigi bildiriimektedir. Bu
sitokinler igerisinde yer alan IL-10’un fetuse kargi gelisen immun yanitin
kontrolinde gérev aldigi ileri strGimektedir (10).

Reproduktif olaylarda sitokinlerin rolleri ile ilgili yapilan ¢alismalarda
IL-10’'un  fertilitede, implantasyonda, maternal immin toleransta,
plasentasyonda ve fetal gelismede (70); TGFB’nin da ayni olaylarda rol
aldigi ve salinmasindaki aksakliklara bagl olarak ta fetal ve dogum
sonrasi 6lumlere rastlandigi ileri strdlmektedir (36).

Gebelikte Treg hucreler tarafindan salgilanan immunosupresif
Ozellikli IL-10 ve TGFB, aktive olmus Idkositlerin effektdr fonksiyonlarini
inhibe etmektedirler (23, 34). IL-10’un fizyolojik rollerinin degerlendiriimesi
amaciyla BALB/c farelere, dogumdan 8 haftalik oluncaya kadar, noétralize
edici anti-IL-10 antikorlari devamli surette uygulanmis ve sonugta endojen
IFNy ve TNFa seviyelerinin arttigi belirlenmigstir (30, 31). Gebe farelerde
Treg hdcrelerin koruyucu etkilerini ortadan kaldirmak igin yapilan bir
calismada (63) anti-IL-10 antikorlari kullaniimig ve sonugta, bu antikorlarin
enjekte edildigi hayvanlarda ¢ok yUksek abort oranlari gézlenmigtir. Yine
ayni ¢calismada, notralizan antikorlar kullanilarak gebe hayvanlarda TGFf3
bloke edilmis ve sonugta anti-IL-10 antikorlari uygulanan gruplardaki kadar

olmasa da bu hayvanlarda da yuksek abort oranlari gozlenmistir. Bu da
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gebelikte Treg hulcrelerden salgilanan TGFB ve IL-10’un allogeneik
fetusun korunmasinda ne kadar 6nemli rol oynadigini gdstermektedir.
Ayrica, degisik hayvan modellerinde otoimmunite, alerji ve deri allograft
rejeksiyonu ile ilgili olarak yapilan c¢alismalarda IL-10'u bloke eden
antikorlarin kullanimi sonucunda bu sitokinin fonksiyonlarinin baskilandigi
g6zlenmistir (3, 46, 48, 67). Notralize edici anti-IL-10 antikorlarinin
uygulanmasi farelerde endotoksinlere bagli mortalite oranlarini artirirken;
IL-10’'un eksojen olarak uygulanmasi ise TNFa, IL-1, IFNy ve diger
proinflammatuar mediyatorlerin sentezini inhibe ederek septik sok
olusumunu engellemektedir (42, 65). Sunulan tezde de istatistiki agidan
fark olmasa da anti-IL-10 antikorlarinin uygulandigi grupta kan serumu
TNFa ve TGFB konsantrasyonlarinin diger gruplara nazaran daha yuksek;
IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 ve IL-17’nin daha dusik oldugu tespit edildi. Bu
durum, istatistiki acidan anlamli olmasa da, farelere uygulanan soz
konusu antikorlarin, gebe hayvanlarda kan serumu sitokin
konsantrasyonlarini degisik duzeylerde etkiledigi seklinde yorumlanabilir.
Ancak, etik kurallar nedeniyle c¢alismada sinirli sayida hayvan
kullanilmasindan dolayi, gebe ve gebe olmayan hayvanlarin sitokin
konsantrasyonlarinin  karsilastirlmasi yapilamadigr igin bu konuda
herhangi bir yoruma ulasilamadi. Anti- TGFB antikorlarinin uygulandigi
grupta da benzer yorumlar, gebe ve gebe olmayan hayvanlar arasinda
hem uterus sivisi hem de kan serumu sitokin konsantrasyonlari igin
yapilabilir. C3H allopregnant farelerden postimplantasyon sonrasi elde

edilen desidual dokularda TGFB2 araciligiyla salgilanan Decidual
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Suppressor Factor olarak adlandirilan immunosupresif bir molekllin
salgilandigi bildirilmektedir (37). Slager ve ark. (64) farelerde TGFB2 igin
spesifik noétralize edici antikorlarin enjeksiyonu sonrasi implantasyon
oranlarinin énemli oranda azaldigini bildirmektedirler. Graham ve Lala
(20), desidua kultir medyumlarina TGFB1 eklendiginde trophoblast
invazyonunu baskiladigi ancak, kultir medyumlarina anti-TGFB1 tasiyan
antiserumlar eklendiginde ise bu anti-invaziv etkinin ortadan kalktigini
bildirmektedirler. Altman ve ark. (1), fare amniotik sivisi igerisinde
immunsupresif bazi faktorlerin oldugunu ve anti-TGFB2 antikorlari
tarafindan bu faktérlerin nétralize edilebilecedini, ancak, ayni etkinin anti-
TGFB1 antikorlar tarafindan olusturulamayacagini ileri stirmektedirler.
Yukarida belirtilen goruslere zit fikirler ileri stiren yayinlar da vardir.
Ornegin; Rijhsinghani ve ark. (51), IL-10'un farelerde normal gebelikteki
roli Uzerine yaptiklar bir galismada, gebe farelere IL-10’u nétralize etmek
icin anti IL-10 monoklonal antikorlari uygulanmig ve sonugta bu
uygulamanin gebelik slresine etki etmedigi, fetis gelisimine olumsuz
etkilerinin olmadigi ancak, yeni dogan yavrularda ileri donemlerde bazi
problemlere sebep oldugu ileri sdrulmektedir. Erken gebelikte ve
implantasyon doéneminde IL-10’un etkilerinin belirlenmeye c¢alisildigi bir
arastirmada (74), IL-10 null mutant farelerde, IL-10 yetersizligine ragmen
cifltesme sonrasi endometriyal dokularda inflamatuar tepkilerin ortaya
ciktigl, normal farelerle karsilastirildiginda bu hayvanlarda implantasyon
oranlarinin daha yuksek oldugu, yavrularinin hayatta kalma oranlarinin

daha fazla oldugu ve sonugta da IL-10’un farelerde maternal immin
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toleransin ve gebeligin saglikli devami icin gerekli olmadigi bildiriimektedir.
Sunulan bu tezde de farelerde ciftlesme sonrasi uygulanan anti-TGF(3 ve
anti-IL-10 uygulamalarinin gebelik oranlarina etki etmedigi gézlenmistir.
Bu acgidan elde edilen veriler yukarida belirtilen literattrlerdeki sonuglarla
uyum icerisindedir.

Sunulan  tezde uterus sivisindan elde dilen  sitokin
konsantrasyonlarinin tim gruplarda kan serumu sitokin
konsantrasyonlarindan énemli oranda daha dusuk oldugu goézlenmigtir. Bu
sonug, Orsi ve ark.’nin (47) buldugu verilerle uyum igerisindedir ve bu
g6zlem uterus gibi limenli organlarda sitokinlerin konsantrasyonlarinin ve
etkilerinin belirlenmesi ile ilgili ¢caligmalar icin dikkat edilmesi gereken bir
husus olarak ele alinmalidir. Uterus sivisinda sitokin konsantrasyonlarinin
kan serumundan daha dusuk olmasi yapilan irrigasyonlar sirasinda sitokin
konsantrasyonlarinin dilie olmasindan kaynaklanabilir.

Anti IL-10 ve anti-TGFB uygulamalarinin gebeligin sekillenmesi ve
devami Uzerine olan etkileri ile ilgili olarak dedisik ¢calismalardan birbirine
zit sonuglar elde edilmistir. Ancak, fetusun olusumu ve hayatiyetinin
devami icgin gebelik sirasinda annede immuntoleransin gelismesi, bunun
icin de IL-10 ve TGFB’'nin da dahil oldugu immunosupresif bir ortamin
olusmasi gerekmektedir. Bu noktada IL-10 ve TGFRB’ya karsi gelistirilen
notralize edici antikorlarin, s6z konusu sitokinlerin fonksiyonlarini
baskilayarak gebeligin sekillenmesi ve devamini olumsuz etkilemesi
mumkundur. Bu hipoteze zit gorus bildiren Rijhsinghani ve ark. (51) ve

White ve ark. (74) gibi arastirmacilarin yaptid1 yayinlarda, kullanilan
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antikorlarin IL-10 ve TGFRy1 yeteri kadar noétralize edip etmedigi
noktasinda gorus belirtiimedigi gibi kullanilan yontem, denek sayilari ve
tarleri konusunda da farkliliklar vardir.

Ozet olarak, erken gebeligin, 6zellikle implantasyon periyodunun
saglikh bir sekilde gecirilmesi, reproduktif biyolojinin dnemli amaglarindan
biridir. Bu tezde de gebeligin sekillenmesinde IL-10 ve TGFB’nin éneminin
ne oldugunun ortaya konulmasi hedeflendi ve ciftlesme sonrasi bu
sitokinlere karsi gelistirilen ndétralizan antikorlarin kullaniimasi ile de
farelerde gebeligin sekillenmesi engellenmeye c¢alisildi. Bu sekilde
uremenin denetlenmesi amaciyla yeni bir immuinokontrasepsiyon
yonteminin gelistiriimesine yonelik veriler elde edilmesi hedeflendi. Fakat,
calismamizda farelerde ciftlesme sonrasi gerek anti-TGF3 ve gerekse de
anti-IL-10 uygulamalarinin gebelik oranlarina etki etmedigi gozlendi. Bu
nedenle, s6z konusu g¢alismanin daha fazla denek kullanilarak ve/veya
diger tlurlerde ileri arastirmalarla desteklenmesinin faydali olacagi

kanaatine varildi.
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