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OZET

FARELERDE IN VITRO EMBRiYO KULTURU VE EMBRiYO TRANSFERININ
YETIiSKiN AKCiGER DOKUSUNDA TOLL-BENZERI RESEPTOR (TLR)-9
EKSPRESYONU UZERINE ETKISi

Oztiirk M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji-

Embriyoloji Yiiksek Lisans Program (Veteriner) Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

In vitro fertilizasyon ve embriyo transferi basta olmak iizere cesitli iiremeye yardime1 tedavi
(UYTE) uygulamalar1 tiim diinyada infertilite tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak yapilan galismalar, UYTE uygulama sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarin normal gebelik
ile diinyaya gelmis c¢ocuklara oranla enfeksiyonlara ve astim gibi alerjik solunum yollari
hastaliklarina kars1 daha fazla duyarli olduklarini gostermektedir. Dogal bagisiklik sistemi,
patojenlere ve yabanci antijenlere karsi ilk savunma hattin1 olusturmaktadir. Toll-benzeri
reseptorler, dogal bagisiklik sisteminde onemli bir yer tutmaktadir. Bununla birlikte dogal
bagigiklik sisteminin Onemli bir unsuru olan TLR-9, bakteriyel/viral CpG-DNA'nin
algilanmasinda ve immun yanitin sekillenmesinde onemli rol oynamaktadir. Sunulan tez
calismasinda, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin dénemde
akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonu iizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigmin
incelenmesi amag¢lanmistir. Calismada, bir adet Kontrol grubu ve bir adet Deneme grubuna yer
verilmistir. Kontrol grubu, PMSG+hCG uygulamasi yapilmamis olan disilerin, ayni1 yastaki
erkeklerle giftlestirilmelerinden elde edilen yetiskin bireylerden, Deneme grubu ise
PMSG+hCG uygulamasini takiben giftlestirilen disilerden elde edilen dollenmis yumurta
hiicrelerinin (zigot) atmosferik oksijen konsantrasyonunda biiyiitiilmesiyle elde edilen,
dolayisiyla in vitro ortamda gelisen blastosistlerin yalanci gebelere transferiyle elde edilen
yavrularin biyiitiillmesiyle elde edilen bireylerden olusturulmustur. Elde edilen Kontrol ve
Deneme gruplarina ait yetiskin akciger dokusunda, dokunun genel histolojik yapisini incelemek
amactyla Crossman’in {iglii boyama yontemi uygulanmistir. Dokularda, TLR-9’un hangi
hiicreler tarafindan eksprese edildigini belirlemeye yonelik olarak immunohistokimya ve
immunofloresan analizleri gerceklestirilmistir. TLR-9 ekspresyonunun mRNA ve protein
diizeylerinde ekspresyonunu belirlemek amaciyla real-time PCR ve western blot tekniklerinden
yararlanilmistir.  immunohistokimya/immunofloresan analiz sonuglar;, TLR-9'un hava
yollarinda, alveol duvarinda, alveol liimeninde, damar ¢evresinde, damar liimeninde eksprese

edildigini ve boyanmanin her iki grupta da benzer oldugunu gostermistir. Western blot
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analizlerinden elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR-
9 proteinine ait ekspresyon diizeyinin 1,25 kat arttigin1 géstermistir (p=0,015). Diger yandan,
real-time PCR analizlerinden elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme
grubunda TLR-9’a ait mRNA diizeyinin 1,38 kat azaldigin1 géstermistir (p>0,05). Sonug olarak
elde edilen veriler, TLR-9’un yetiskin farelerde akciger dokusunda Tip II pnomositler ve
makrofajlar da dahil olmak iizere belirli hiicreler tarafindan eksprese edildigini gostermekte ve
in vitro embriyo kiiltiiri ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin akciger dokusunda TLR-9

ekspresyonunun degistirerek akciger immun yanitini etkiliyebilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar kelimeler: Akciger dokusu, toll benzeri reseptor 9, fare, in vitro embriyo kiiltiirii ve

embriyo transferi, UYTE.
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ABSTRACT

EFFECT OF IN VITRO EMBRYO CULTURE AND EMBRYO TRANSFER ON THE
EXPRESSION OF TOLL-LIKE RECEPTOR (TLR)-9 IN ADULT MOUSE LUNG
TISSUE

Oztiirk M. Adnan Menderes University Institute of Health Sciences Histology-
Embryology Master of Science Program (Veterinary) Master Thesis, Aydin, 2017.

Various assisted reproductive technologies (ART), mainly in vitro fertilization and embryo
transfer, are widely used in infertility treatment all over the world. However, recent studies have
indicated that children born following ART are more sensitive to infections and allergic
respiratory diseases like asthma compared with children born through normal pregnancy. Innate
immune system is the first line of defense against pathogens and foreign antigens. It is known
that toll-like receptors are an important component of the innate immune system. Among these,
TLR-9 plays an important role in the detection of bacterial/viral CpG-DNA and in the
establishment of an immune response. The aim of the present study was to examine if there is
any effect of in vitro embryo culture and embryo transfer on the expression of TLR-9 in adult
lung tissue. Two groups were included in the study: The Control group consisted of adult mice
obtained through mating of female mice that did not receive PMSG + hCG administration with
male mice of the same age. The Experimental group consisted of adults derived from the
transfer of in vitro produced blastocysts. To this end, fertilized egg cells (zygotes) were cultured
under atmospheric oxygen concentration until the blastocysts stage of development, blastocysts
were transferred to pseudo-pregnant mice and pups born were reared to adulthood to be
included in the Experimental group. Crossman’s triple staining method was used to demonstrate
the general histological structure of the adult lung tissue. Immunohistochemistry and
immunofluorescence methods were used to determine cell types that express TLR-9 in both
Control and Experimental groups. In addition to those methods, real-time PCR and western blot
techniques were used to determine expression level of TLR-9 at the mRNA and protein levels,
respectively. The results of immunohistochemistry/immunofluorescence analyses
demonstrated that cells within and around the air ways, epithelium lining the alveoli and blood
vessels express TLR-9 and that the pattern of staining was similar between the two groups.
Results obtained from western blot analysis indicated that the expression level of the TLR-9
protein in the Experimental group was 1.25 fold higher compared to the Control group
(p=0,015). On the other hand, real-time PCR analyses demonstrated that the expression of

xii



TLR-9 transcripts decreased 1.38 fold in the Experimental group when compared to the Control
group (p>0,05). Taken together, results obtained from the present study demonstrate that TLR-
9 is expressed in certain cell types including Type Il pneumocytes and macrophages in the adult
lung tissue and suggest that in vitro embryo culture and embryo transfer may affect the immune
response of the lung by altering expression of TLR-9.

Keywords: Lung tissue, toll like receptor 9, mouse, in vitro embryo culture and embryo
transfer, ART.
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1. GIRIS

Infertilite, iireme ¢agina gelmis ciftlerin on iki ay boyunca korunmaksizin cinsel iliskiye
girmelerine ragmen ¢ocuk sahibi olamamalari durumu olarak tanimlanmaktadir (Cloonan ve
ark, 2007). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan diinya capinda bir halk saglig1 sorunu
olarak kabul edilen infertilite, tireme ¢agindaki giftlerin yaklasik %10-15'ini etkilemektedir
(Cloonan ve ark, 2007; Nayak ve ark, 2013). Giiniimiizde infertilite tedavisinde ¢esitli tiremeye
yardime tedavi (UYTE) yéntemleri kullanilmaktadir. UYTE yéntemlerinden in vitro embriyo
kiiltiirii ve embriyo transferi en yaygin kullanilan yontemlerdir. ilk tiip bebek olarak tip tarihine
gecen Louise Brown'un dogumunu takiben (1978), UYTE uygulamalari giderek tiim diinyada
yaygin hale gelmistir. Giiniimiizde UYTE y6ntemi uygulanarak dogan bebek sayisinin 6.5
milyona ulastigi tahmin edilmektedir (Feuer ve Rinaudo, 2017). Séz konusu UYTE
uygulamalarinda gebelik oranmni artirmak amaciyla bazi durumlarda birden fazla embriyo
transferi yapilmaktadir. Bu durum, ¢ogul gebelik riskini artirmakta ve buna bagl olarak erken
dogum, diisiik dogum agirligi, konjenital malformasyonlar gibi ¢esitli saglik sorunlarina sebep
olabilmektedir. Ayrica, UYTE uygulamalari sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarin, spontan gebelik
sonucu diinyaya gelen ¢ocuklara kiyasla ¢esitli saglik sorunlart bakimindan daha fazla risk
tasidiklar1 diisiintilmektedir (Spellacy ve ark, 1990; Gardner ve ark, 1995; Basatemur ve ark,
2008). UYTE uygulamalarinin bagisiklik sistemi iizerinde dogrudan bir etkisinin olup olmadig
tam olarak bilinmemektedir. Buna karsin, yapilan ¢alismalar astim ve enfeksiyoz hastaliklarin,
UYTE uygulamasi sonucunda diinyaya gelen ¢ocuklarda daha fazla goriildiigii belirtilmistir
(Ericson ve ark, 2002; Carson ve ark, 2012).

Memelilerde bagisiklik sistemi dogal bagisiklik ve edinsel bagisiklik olmak iizere iki ana
unsurdan olusmaktadir. Ik olarak dogal bagisiklik sisteminin aktive edilmesi ve devaminda
edinsel bagisiklik sisteminin harekete gecebilmesi i¢in viicudun patojenleri tanimasi
gerekmektedir. Bu olay, dogal bagisiklik hiicrelerinde bulunan patojen kaliplarini taniyan
reseptorler (PRR) araciligr ile viicuda giren patojenlerin yapisinda bulunan patojene bagl
molekiiler kaliplarin (PAMP) algilanmasi ile ger¢eklesmektedir (Janeway ve Medzhitov, 2002;
Akira ve ark, 2006). Bu reseptorlerin (PRR) en genis ve en kapsamli olarak incelenen grubunu
Toll-benzeri reseptorler (TLR'ler) olusturmaktadir. TLR'ler mikrobiyal ajanlarin yapisinda
bulunan PAMP'lar1 taniyarak, yangisal ve immun yanitin baglatilmasinda 6nemli rol
oynamaktadir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2009). Giiniimiizde memelilerde tanimlanmig

13 TLR iiyesi bulunmaktadir. Bunlardan TLR 1,2,4,5,6 ve 10 hiicre yilizeyinde ekspresyon



gosterirken, TLR 3,7,8 ve 9 ise hiicre igerisinde ekspresyon gostermektedir (Uematsu ve Akira,
2008; Kumar ve ark, 2011). Ayrica TLR’lerin aktiflesip hiicre ig¢i sinyalizasyonu
baslatabilmeleri amaciyla bazi ligandlar ile etkilesime girmeleri gerekmektedir. Bu ligandlar
arasinda bakteriyel ve viral DNA'larda bulunan metillenmemis CpG motifleri, TLR-9
tarafindan taninmaktadir. Dolayisiyla TLR-9 bakteriyel ve viral enfeksiyonlara karsi konak
savunmasinin aktiflestirilmesinde ve tip 1 interferon (IFN) gibi proinflamatuvar sitokinlerin
tiretilmesinde biiylik bir 6neme sahiptir (Yao ve ark, 2009; Mogensen, 2009). Yapilan
caligmalar akciger dokusunda, TLR-9’un konak savunmasi i¢in Onemli rol oynadigini
gostermektedir. Ornegin, TLR-9 geni bloke edilmis (knock-out) farelerin pndmokokal
enfeksiyonlara karst daha duyarli oldugu belirtilmistir (Albiger ve ark, 2007). Ayrica, TLR-9
geni bloke edilmis (knock-out) fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada, TLR-9'a bagli olarak
iiretilen tiimor nekrozu faktorii-a (TNF-a), Interlokin-6 (IL-6) ve Interlokin-12 (I1L-12) gibi
sitokinlerin tiretiminin saptanabilir bir diizeyde ger¢eklesmedigi gosterilmistir (Hemmi ve ark,
2000).

Solunum sisteminin hayati organlarindan biri olan akciger dokusu genis bir yiizey alanina
sahip olup, gaz degisimi gibi 6nemli bir fonksiyonu iistlenmektedir. Solunum organlari dig
ortamla siirekli temas halinde oldugundan, akciger dokusu siirekli olarak solunan havayla
birlikte viicuda alinan patojenlere ve yabanci antijenlere maruz kalmaktadir (Wright, 2003;
Martin ve Frevert, 2005). Bu nedenle akciger dokusu, patojenlerin ve yabanci antijenlerin
istesinden gelebilmek amaciyla koruyucu bagisiklik mekanizmalarini devreye sokmaktadir. Bu
savunma mekanizmalarindan olan dogal bagisiklik sistemi ve edinsel bagisiklik sisteminin
akciger dokusunun savunmasinda onemli islevleri oldugu bilinmektedir (Whitsett, 2002;
Beisswenger ve ark, 2006). Sunulan tez ¢alismasinin amaci, in vitro embriyo kiiltiirii ve
embriyo transferi islemlerinin yetiskin farelerin akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonu iizerine

herhangi bir etkisinin olup olmadigini incelemektir.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Uremeye Yardimc1 Tedavi (UYTE) Uygulamalar:

Giiniimiizde toplumunun ihtiyaglarina paralel olarak gelisen teknolojilerle birlikte gamet
ve embriyo kiiltiiriiniin, tip, veteriner ve biyoteknoloji uygulamalarinda basarili bir sekilde
kullanilmasi iireme biyolojisine olan ilgiyi artirmistir. UYTE uygulamalari, zirai bilimlerde
artan diinya niifusunun ihtiyag¢larini karsilamak ve hayvancilik sektoriinde tiretim verimliligini
artirmak amaciyla kullanilirken, tip biliminde ise infertilite tedavisinde kullanilmaktadir (Elder
ve Dale, 2000). Son yillarda infertilite tedavisinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmesi ile birlikte,
elde edilen bilgiler sayesinde infertilite sorunu daha iyi tanimlanmis ve infertil giftlerin biiyiik
dlgiide faydalanabilecegi cesitli UYTE uygulamalarmin gelistirilmesinin yolu acilmustir
(Penzias, 2011). Erkek ve kadin faktorli ya da her ikisinden kaynakli bir sorun olan infertilite
(Chowdhury ve Chowdhury, 2009), korunmaksizin giftlerin 12 ay boyunca diizenli olarak
cinsel iliskide bulunmalarina ragmen g¢ocuk sahibi olamamalari olarak tanimlanmaktadir
(Cloonan ve ark, 2007). infertilite, Diinya Saglik Orgiiti (WHO) tarafindan tiim diinyay:
ilgilendiren bir halk sagligi sorunu olarak kabul edilmektedir (Boivin ve ark, 2007).

Giiniimiizde infertilite tedavisinde ¢esitli UYTE yontemleri kullanilmaktadir. Bugiine
kadar, tubal embryo transfer (TET), zigot intrafallopian transfer (ZIFT), intrasitoplazmik sperm
enjeksiyonu (ICSI), gamete intrafallopian transfer (GIFT), in vitro fertilizasyon (IVF), embriyo
dondurma, pre-implantasyon genetik tan1 (PGT) ve embriyo transferi (ET) gibi cesitli UYTE
yontemleri gelistirilmistir (Arora, 2014). UYTE yontemleri arasinda en yaygin olarak
kullanilan in vitro fertilizasyon (Tiip Bebek) ve embriyo transferi yontemlerinde, ovaryumdan
toplanan oositlerin bir laboratuvar ortaminda uygun kosullar altinda sperm ile bir araya
getirilmekte ve fertilizasyon sonucu olusan embriyolar belirli bir gelisim asamasinda anne
adaymin uterusuna transfer edilmektedir (Saxena, 2013).

Tiip bebek yontemi, oncelikle ¢esitli hayvan tiirlerinde uygulanmig ve 6nemli basarilar
elde edilmistir (Bavister, 2002). Insan embriyolar: ile yapilan ¢aligmalarda ise, ilk kez
Ingiltere’de Dr. Steptoe, Dr. Edwards ve ekip arkadaslari tarafindan in vitro fertilizasyon ve
embriyo transferi yontemi uygulanarak gebelik elde edilmis ve diinyanin ilk tiip bebegi olan
Louise Brownnun 25 Temmuz 1978’de basarili bir sekilde dogumu gergeklestirilmistir
(Edwards ve Steptoe, 1978). Basari ile sonuglanan bu olay: takiben in vitro fertilizasyon ve
embriyo transferi calismalar1 hizla artis gdstermistir. UYTE yontemleri sonucu dogan bebek

sayisinin tiim diinya genelinde 6.5 milyona ulastigi tahmin edilmektedir (Feuer ve Rinaudo,
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2017). Ulkemizde ilk in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi ¢aligmalar1 1988 yilinda Ege
Universitesinde Prof. Dr. Refik Capanoglu ve arkadaslar tarafindan gerceklestirilmis ve in
vitro fertilizasyon ve embriyo transferi islemleri sonucunda tlkemizin ilk tiip bebegi
16.04.1989 tarihinde diinyaya gelmistir (WEB_1, 2017). Bu gelismelerin 1s18inda tiip bebek
merkezlerinin sayis1 da her gegen giin artis gdstermektedir (Sadeghi, 2015). Ulkemizde 2014
verilerine gore 146 adet tiip bebek merkezinin faaliyet gosterdigi ve her yil yaklasik 45 bin
ciftin UYTE igin basvuruda bulundugu bildirilmistir (Giingor ve Beji, 2015).

2.2. UYTE Uygulamalarina Bagh Olarak Ortaya Cikan Saghk Problemleri

UYTE uygulamalarinda kullamlan birgok yapay yontem, UYTE ile diinyaya gelmis
cocuklarin spontan gebelik sonucu diinyaya gelen ¢ocuklardan daha fazla saglik riskine maruz
kalabilecegi diisiincesini ortaya cikarmaktadir. UYTE islemleri sirasinda, oviilasyon
indiiksiyonu i¢in ¢esitli ilaglarim kullanilmasi, gametlerin toplanmasi, embriyolarin in vitro
ortamdaki kiiltiirii ve dondurulmasi ve daha sonra ¢ozdiiriilmesi gibi birgok islem gametlere ve
embriyolara zarar verebilmektedir (Lu ve ark, 2013). Nitekim, ¢esitli hayvan modelleri ile
yapilan ¢aligmalar, in vitro ortamda yapilan islemlerin gametlere ve embriyolar iizerinde ek bir
strese neden oldugunu gostermektedir (Giritharan ve ark, 2007). Daha da Onemlisi,
implantasyon Oncesi donemde olusan stres, prenatal ve postnatal gelisimi de
etkileyebilmektedir (Farin ve ark, 2004; Ceelen ve ark, 2008).

Insan ve hayvan ¢alismalarindan elde edilen verilere gére, UYTE uygulamalarinin erken
embriyogenez asamasindaki genomun epigenetik Ozelliklerini etkileyebilecegi ve dogum
kusurlarma neden olabilecegi belirtilmektedir (DeBaun ve ark, 2003). Gergcektende, UYTE
uygulamalarina bagli olarak dogan bireylerde imprinting ozelligi gosteren genlerin
ekspresyonunun degisebildigi ve Beckwith-Wiedemann sendromu, Prader-Willi sendromu ve
Angelman sendromu gibi ender goriilen gesitli genetik hastaliklarin ortaya ¢ikma oraninin
arttig1 bildirilmistir (Falls ve ark, 1999; DeBaun ve ark, 2003; Weksberg ve ark, 2003). Ayrica
Gicquel ve ark (2003) tarafindan yapilan bir ¢aliymada, UYTE uygulamalarinin, 11p15
lokusundaki imprinting genlerin mutasyonuna yol actigini ve asir1 bliyiime sendromu olarak
bilinen Beckwith-Wiedemann Sendromu insidansini artirdigini belirtmislerdir. Cox ve ark
(2002) tarafindan gergeklestirilen bir bagka ¢alismada ise intrasitoplazmik sperm enjeksiyonu

(ICSI) yontemiyle diinyaya gelmis iki ¢ocukta Angelmen Sendromu gelistigini bildirmislerdir.



UYTE ile diinyaya gelen ¢ocuklar arasinda otizm teshisi konan ¢ocuk sayisinda ciddi bir
arts oldugu rapor edilmistir (Fountain ve ark, 2015). Ayrica, UYTE uygulamalari sonrasi
dogan ¢ocuklarin kanser riski bakimindan daha duyarli oldugu belirtilmistir (Killén ve ark,
2010). Moll ve ark (2003), yapmis olduklar1 bir ¢alismada, UY TE uygulamasi sonucunda dogan
cocuklarda g6z kanseri olarak bilinen retinoblastoma riskinin arttigini bildirmislerdir.

UYTE uygulamalarinda gebelik oranmi en {ist diizeye cikarmak amaciyla bazi
durumlarda birden fazla embriyo transferi yapilmaktadir. Fakat bu uygulama ¢ogul gebelik
riskini artirmaktadir (Schieve ve ark, 1999). Cogul gebelikler ise erken dogum, diisiik dogum
agirligl, konjenital malformasyon, fotiis ve bebek oOliimleri ve gebelikle ilgili diger
komplikasyonlara neden olabilmektedir (Gardner ve ark, 1995; Spellacy ve ark, 1990). Ayrica,
diisiik dogum agirhigina sahip bebeklerde yetiskin déonemde, tip 2 diyabet, hipertansiyon ve
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi problemlerin goriilme riskinin daha fazla olabilecegi
belirtilmektedir (Valdez ve ark, 1994; Curhan ve ark, 1996; Barker ve ark, 2002). UYTE
uygulamalar1 sonucu olusan gebeliklerde erken dogum oraninin daha yiiksek oldugu kabul
edilmektedir (Koivurova ve ark, 2002; McGovern ve ark, 2004; Wisborg ve ark, 2010). Bu
durum, normal dogum sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarin aksine UYTE uygulamalar: sonucu
dogan c¢ocuklarr, solunum yolu enfeksiyonlarina karsi daha duyarli hale getirmektedir
(Koivurova ve ark, 2002). Ayrica, erken dogumun respiratuar sinsityal virus enfeksiyonu ve
kronik akciger hastaligi i¢in biiyiik bir risk faktorii oldugu bildirilmektedir (Law ve ark, 2002).

S6z konusu UYTE uygulamalarma yénelik yapilan birgok epidemiyolojik galismada,
dogum Oncesi olaylarin, organlarin gelisiminde ve islevlerinde kalic1 degisikliklere neden
olabildigini ve bu nedenle yasamin ilerleyen donemlerinde de hastaliklara neden olabilecegini

ortaya koymaktadir (Ceelen ve ark, 2008).

2.3. UYTE Uygulamalarinin Bagisikhk Sistemi Uzerine Etkisi

Yukarida da bahsedildigi gibi UYTE uygulamasi1 sonucunda diinyaya gelen ¢ocuklarn,
spontan gebelik sonucu diinyaya gelen cocuklara oranla daha fazla saglik riskine maruz
kaldiklar1 yapilan ¢ok sayida ¢alismayla ortaya konmustur (Shevell ve ark, 2006; Klemetti ve
ark, 2006; Basatemur ve ark, 2008; Hediger ve ark, 2013). Ancak, UYTE uygulamalarmnin
bagisiklik sistemi iizerinde dogrudan bir etkisinin olup olmadig1 tam olarak bilinmemektedir.
Bununla birlikte yapilan ¢aligmalarda astim, romatoid artrit ve enfeksiydz hastaliklar1 gibi
immiinolojik kékene sahip hastaliklarm, UYTE uygulamasi sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarda

daha fazla goriildigi bildirilmistir (Ericson ve ark, 2002; Koivurova ve ark, 2007; Carson ve
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ark, 2012). Ayrica yapilan retrospektif bir kohort ¢alismasinda, UYTE uygulamas: sonucunda
dogan ¢ocuklarin iist solunum yolu enfeksiyonu, astim ve bronsit gibi enfeksiydz hastaliklara
kars1 daha duyarli olduklar1 gosterilmistir (National Collaborating Centre for Women's and
Children's Health, 2013). Fareler iizerinde yapilan bir ¢alismada ise, ICSI yontemiyle elde
edilen farelerde pnémoni insidansinin arttig bildirilmistir (Fernandez-Gonzalez ve ark, 2008).
Ayrica, Kettner ve ark (2015)’nin yaptig1 bir calismada, UYTE uygulanmasindan 6nce
gametlere ve embriyolara yonelik yapilan mekanik ve hormonal manipiilasyonlarin bazi
epigenetik degisikliklere neden oldugunu, bu epigenetik degisikliklerin bagisiklik sistemini
etkileyebilecegini ve gesitli hastaliklara karsi direnci azaltabilecegini bildirmiglerdir.

Konuyla ilgili olarak Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-
Embriyoloji Anabilim Dali biinyesinde Prof. Dr. Levent Karageng¢ tarafindan yiiriitiilen
TUBITAK projesinden (Proje no: 1120259) elde edilen veriler, in vitro embriyo kiiltiirii ve
embriyo transferi ile elde edilen farelerde fotal donemde akciger dokusunda dogal bagisiklik
sisteminin en dnemli unsurlarindan birisini olusturan Toll-benzeri reseptorlerden TLR-2, -3, -
4,-5, -7, -8, -9 ve -13 genlerine ait mRNA diizeylerinin anlamli olarak azaldigin1 géstermistir.

Biitiin bu veriler 15183inda, UYTE uygulamalar1 sonucunda diinyaya gelen bebeklerin
bagisiklik sistemlerinin tam olarak gelismemis olabilecegi ve buna bagli olarak ¢esitli

enfeksiydz ve alerjik hastaliklara kars1 daha duyarl olabilecegi diisiiniilmektedir.

2.4. Akciger Dokusu

Solunum sistemi organlari, embriyonik donemde 6n bagirsagin ventral duvarindan geligir
ve bu bolgede iki primer akciger tomurcugu sekillenir. Bu olay farelerde 9,5. embriyonik giinde
(E9.5), insanda ise 28. giinde meydana gelir (Morrisey ve Hogan, 2010). Insanlarda primer
akciger tomurcuklar1 daha sonra sag akcigere iig, sol akcigere iki ana brons ile dallanirlar ve
boylece sagda ii¢ lob ve solda iki lob meydana gelir (Kumar ve ark, 2012). Farelerde
insanlardan farkli olarak sagda dort lob (kraniyal, medial, kaudal ve aksesuar lob), solda ise bir
akciger lobu bulunmaktadir (Chao ve ark, 2014).

Akciger dokusunun gelisim siireci icerisinde Sag ve sol ana bronglar ikili olarak dallara
ayrilir ve daha fazla dallanarak kiigiilen, bronsiyol adi verilen iletici hava yollarini olustururlar.
Brongiyoller, duvarlarinda kikirdak ve submukozal bezlerin bulunmamasi agisindan
bronglardan farklilik gosterirler. Bronsiyoller ek dallanmalar meydana getirerek terminal
bronsiolleri meydana getirirler. Terminal bronsiyollerin distalinde bulunan akciger bolgelerine

asiniis adi verilir.  Pulmoner asinuslar respiratuar bronsiyollerden olusur. Respiratuar
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bronsiyoller de alveolar keselere dallanirlar. Alveoler keseler, duvarlari (alveoler septum)
alveollerden olusan ve gaz degisiminin yapildig1 solunum yollarinin kor uglaridir. Bu kor uglart
sekillendiren alveolar septumlar, iki komsu alveoliin duvarinda gaz degisimi i¢in genis bir
ylizey alan1 saglarlar. Alveoler epitelde, yassi bi¢cimli Tip | pnémosit hiicreleri ve yuvarlak ya
da kiibik bigimli Tip Il pnémosit hiicreleri bulunur. Tip | ve Tip Il pnomositlerin gevreledigi
alveoler boslukta ise cogunlukla serbest halde dolasan alveoler makrofajlar yer alir (Kawanami,

1994; Kumar ve ark, 2012; Krstic, 2013).
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Sekil 1. Akciger loblar1 ve brons dallanmasi (Rizzo, 2015; Porcari ve ark, 2015).

Akciger dokusunun en 6nemli fonksiyonu viicut ile dig ortam arasinda gaz alig-verisini
gergeklestirebilmesidir. Dolayisiyla akciger dokusu, siirekli olarak dis ortamdan alinan havayla
birlikte gelen patojenlere ve gesitli yabanci maddelere maruz kalmaktadirlar (Morrisey ve
Hogan, 2010). Bu nedenle viicudun kendini koruyabilmesi amaciyla g¢esitli savunma
mekanizmalarinin harekete gecmesi gerekmektedir. Bu savunma mekanizmalarindan dogal ve
edinsel bagisiklik sistemi akciger dokusunda, yabanct maddelerin ve patojenlerin yok

edilmesinde hayati bir rol iistlenmektedir (Whitsett, 2002; Beisswenger ve ark, 2006).



2.5. Bagisiklik Sistemi

Omurgasizlar, bitkiler ve omurgalilar gibi tiim ¢ok hiicreli organizmalar evrimleri
boyunca mikrobiyal enfeksiyonlara karsi kendilerini savunmak ve ayni zamanda hasarli
hiicreleri yok etmek amaciyla gesitli savunma mekanizmalar1 gelistirirler (Abbas ve ark, 2012).
Ik olarak gelistirdikleri savunma mekanizmalar1 organizmalarda dogal olarak bulunmaktadir.
Ayrica yabanci mikroorganizmalarla birlikte 6lii hiicreleri de tespit edebilen ve yok etmeye
hazir halde bulunan yapilardir. Bundan dolay1 bu savunma mekanizmalarina dogal bagisiklik
ad1 verilmektedir (Abbas ve ark, 2012).

Mikroorganizmalarin viicuda girisini 6nleyen deri, irogenital yollar, sindirim ve solunum
sistemlerinin mukoza epitel bariyerleri, kompleman proteinleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler (NK),
miyeloid kokenli hiicreler [graniilositler (eozinofiller, bazofiller ve nétrofiller) ve agraniilositler
(monositler, makrofajlar ve dendritik hiicreler)], inflamasyonun diizenlenmesinde rol alan
sitokinler, kemokinler ve plazma proteinleri dogal bagisiklik sisteminin baslica bilesenlerini
olusturmaktadir (Doan ve ark, 2012).

Dogal bagisiklik sistemi mikroorganizmalarla miicadelede ilk savunma hattini
olusturmaktadir (Kielian ve ark, 2009). Dogrudan zararli mikroorganizmalar1 etkili bir sekilde
hedef alan bu sistem, enfeksiyonlar1 kontrol altina alabilme ve gerektiginde ortadan
kaldirabilme yetenegine sahiptir (Abbas ve ark, 2012). Ancak, baz1 durumlarda enfeksiyonla
basa ¢ikilamaz ve bu nedenle edinsel bagisiklik sisteminin aktif hale getirilmesi gerekmektedir.
Bu durumlarda dogal bagisiklik sistemi, edinsel bagisiklik sistemine istilaci
mikroorganizmalara kars1 miicadele etmek amaciyla ¢esitli sinyaller gonderir (Janeway Jr ve
Medzhitov, 2002).

Edinsel bagisiklik, T lenfositlerin hiicre i¢i patojenlere karsi (hiicresel bagisiklik)
olusturdugu bagisiklik yaniti ve B lenfositlerinin hiicre dis1 patojenlere ve onlarin toksinlerine
kars1 (humoral bagisiklik) olusturdugu bagisiklik yaniti olmak tizere genel olarak iki sekilde
incelenmektedir (Zachary ve McGavinark, 2013). Dogal bagisikligin aksine edinsel bagisiklik
spesifiktir ve bellege sahiptir. Antijen ile ikinci kez veya daha sonraki karsilagmalarinda ilk
verdigi bagisiklik yanitindan daha hizli ve daha etkili bir yanit olusturur. Edinsel bagisiklik
yaniti, lenfositlerin sahip olduklar1 antijen reseptorleri araciligiyla, ilgili antijenin algilanmasi
ile aktive olmaktadir (Abbas ve ark, 2014).

B lenfositlerinde hiicre membrani iizerinde bulunan ve immunoglobulin karakterine sahip
olan antijen reseptorleri, polisakkarid, lipid, nukleik asit ve protein gibi gesitli

makromolekiilleri, ¢éziliniir formda ya da hiicre yiizeyinde taniyabilmektedirler. Bu nedenle, B



hiicreleri, mikrobiyal kaynakli hiicre duvari ve ¢oziinebilir antijenlere kargi humoral bagisiklik
yanit1 olusturabilmektedirler (Abbas ve ark, 2012). T hiicreleri ise antijen sunan hiicreler
tarafindan kendilerine sunulan antijenik peptit fragmanlarini, yilizeylerinde bulunan spesifik T
hiicre reseptorleri araciligiyla taniyabilmektedir (Alberts ve ark, 2002). Bu nedenle, T hiicreleri
araciligi ile olusan bagisiklik yanitlari sadece konake1 hiicreler tarafindan tiretilen veya konakgi
hiicreler tarafindan alinan protein antijenlerine karsi olusturulabilmektedir (Abbas ve ark,
2012).

Her ne kadar dogal ve edinsel bagisiklik sitemlerinin gorevleri konagi istilaci
mikrorganizmalara karsi korumak olsa da birtakim farkliliklara sahip olduklar1 agikga
goriilmektedir. Bu dnemli farkliliklardan birisi de bagisiklik sisteminin aktivasyonunda farkli
mekanizmalarin rol oynamasidir (Paulsen ve ark, 2013). Dogal bagisiklik sisteminin
aktivasyonunda PRR'ler olarak adlandirilan germ-line kodlu reseptorler 6nemli rol
oynamaktadir. Giiniimiizde PRR'ler immun yanit veren hiicrelerdeki lokalizasyon ve yapilarina
gore dort sinifta incelenmektedir. Bunlar; Toll benzeri reseptorler (TLRs), Niikleotit baglayan
Oligomerizasyon Domain (NOD) benzeri reseptorler (NLRs), retinoik asit ile uyarilabilen gen
1 (RIG)-1 benzeri reseptorler (RLRs) ve DNA sensorleridir (Goutagny ve ark, 2012). Bunlar
arasinda, PRR'lerin en ¢ok calisilan grubu olarak bilinen TLR'ler, enfeksiyonlara kars1 konak
savunmasindaki rollerinden dolay1 6nem arz etmektedir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2009).
Dolayisiyla patojenleri tanima yetenegine sahip olan TLR'ler, viicudun patojen istilasini nasil
algiladigini ve dogal/edinsel bagisiklik yanitinin nasil tetiklendigini anlamamiza biiyiik 6l¢iide

yardimc1 olmaktadir (Janeway Jr ve Medzhitov, 2002; Kawai ve Akira, 2010).

2.6. Toll Benzeri Reseptorler

Alman biyolog Christiane Niisslein-Volhard, 1985 yilinda Max Planck Enstitiisii'nde bir
meyve sinegi olan Drosophila Melanogaster ‘de saptanan bir mutasyonu incelemesi sonucunda,
sinegin larvasinin viicuduna gore karin bolgesinin az gelismis oldugunu fark etmistir. Bu
gozlem lizerine, heyecanla ilk sdyledigi "biiytileyici", "inanilmaz" anlamina gelen “Das war ja
toll!” olmustur. Bu olayin ardindan, Nisslein-Volhard mutasyona ugramis olan bu gene Toll
adin1 vermistir. Toll'un kesfi erken embriyogenezi kontrol eden bir dizi genin kesfi sonucunda
ortaya ¢ikmis ve 1995 yilinda Alman biyolog Niisslein-Volhard bu bulusundan dolayr Nobel
odiiliine layik goriilmistiir (Hansson ve Edfeldt, 2005). Daha sonra yapilan ¢alismalarda,
Hoffmann ve arkadaslari 1996'da Toll geninden yoksun mutant sineklerin mantar

enfeksiyonuna karst son derece duyarli olduklarmi gostermistir (Lemaitre ve ark, 1996).
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Boylece Jules Hoffmann, Toll'un Drosophila da sadece embriyogenez sirasinda dorso-ventral
polaritede degil, ayn1 zamanda bagisiklik yanitinda da 6nemli bir rol oynadigini ortaya
koymustur (Hansson ve Edfeldt, 2005). Toll geninin memelilerdeki homologu ise, ilk kez 1997

yilinda Medzhitov ve ark. tarafindan tanimlanmistir (Medzhitov ve ark, 1997).

2.6.1. Toll Benzeri Reseptorlerin Yapisi

Interlokin-1 reseptér (IL-1R), Drosophila Toll'unun homolojisine sahip oldugu gosterilen
ilk protein olarak belirtilmistir. IL-1R'nin sitoplazmik boliimii Drosophila Toll ile benzerlik
gosterdiginden (Toll/Interlokin-1 reseptér) TIR domain olarak isimlendirilir (Takeuchi ve
Akira, 2002). Bu nedenle TLR'ler ve IL-1R'ler, TIR domain igeren bir protein ailesi olarak
tanimlanmustir (O'Neill, 2008).

TLR'ler, dendritik hiicreler ve makrofajlar1 da kapsayan ¢ok sayida hiicrede ekspresyon
gosteren tip 1 transmembran reseptorleridirler. TLR'ler, ekstraselliiler bolgede leucin amino
asitinden zengin tekrar bolgeleri (LRR) ve intraseliiler bolgede TIR domainin yer almasiyla
karakterizedirler (Carpenter ve O'Neill, 2007). TLR’lerin LRR bdlgeleri, 20-29 amino asitten
olusan kisa protein modiillerine sahiptir ve ligand baglamada gorev aldiklari diistiniilmektedir
(Takeuchi ve Akira, 2002).

TLR'lerin intraseliiler bolgesinde yer alan TIR domaini, 200 aminoasit icerir ve TIR
domainin bir kismu hiicre i¢i sinyalizasyonda gorev alir (Carpenter ve O'Neill, 2007). TIR
domaini protein-protein etkilesiminde onemlidir ve bagisiklik sisteminin evrimsel olarak
korunmus yapi1 taslarindan birisi oldugu kabul edilmektedir (Hans ve Hans, 2011). Ayrica,
TLR'lerin TIR domaini 3 alt gruba ayrilir. Alt grup 1 proteinleri, monositler, makrofajlar ve
dentritik hiicreler tarafindan iiretilen interlokin (IL) reseptorleridir ve tiim bu reseptérlerin hiicre
dis1 kisimlarinda immunoglobulin (Ig) alanlart bulunur. Alt grup 2 proteinleri de klasik bir TLR
tirli olarak kabul edilirler ve dogrudan veya dolayli olarak mikrobiyal orijinli molekiilleri
baglarlar. Alt grup 3 proteinleri ise, 1. ve 2. alt gruplarin proteinlerinden gelen sinyallere
aracilik eden, 6zellikle sitozolik olan adaptor proteinlerden meydana gelirler (Frosali ve ark,
2015). Sekil 2’de TLR’lerin genel yapist goriilmektedir.

10



N — terminus

4w LRR -leucinerich repeats

Extracellular

! i
LTI 1T

Intracellular
TIR domain
- ..
C — terminus

Sekil 2. TLR’lerin genel yapisi (Shah ve ark, 2013).

2.6.2. Toll Benzeri Reseptorlerin Fonksiyonlar: ve Ozellikleri

TLR’ler, mikrobiyal pargalarn belirli kaliplarmi taniyarak dogal bagisikligin
aktivasyonunda 6nemli bir gérev alir (Takeda ve Akira, 2004). Ayrica TLR'ler bakteri, mantar
ve viriisler de dahil bir¢ok istilact patojenlere karst immun cevabin baslamasinda ¢ok 6nemli
bir rol oynayan membran reseptor ailesidir. TLR'ler hem dogal bagisikligin hem de edinsel
bagisiklin temel diizenleyicisi olarak islev gostermektedirler. Dogal bagisiklik sisteminde,
patojenlere karsi ilk yanit PRR ler tarafindan baslatilir ve PRR'ler, DNA, RNA, bakteriyel
toksinler, hiicre zar1 ve hiicre duvari bilesenleri gibi PAMP'lar1 baglama yetenegine sahiptir
(Arancibia ve ark, 2007; Oliviera Nascimento ve ark, 2012).

PAMP'larin taninmasiyla olusan dogal bagisiklik yaniti, kendinden olan (self) ve
kendinden olmayan (non-self) arasindaki ayrimi yapabilme 6zelligine sahiptir (Carpenter ve
O'Neill, 2007). Kendinden olan ile olmayan arasindaki ayirimi yapabilme yetenegi,
organizmanin istilaci patojenlere karsi korunmasinda ve hasarli hiicrelerin ortadan
kaldirilmasinda son derece onemlidir (Paulsen ve ark, 2013). Ayrica her bir TLR farkli
PAMP'lara yanit vererek spesifik sinyal yolaklarinin aktivasyonuna yol acar (Carpenter ve
O'Neill, 2007). PRR’lerin PAMP*lar1 tanimasiyla birlikte, enfeksiyonla miicadele eden ya da
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enfeksiyonu dnleyen ve edinsel bagisiklik yanitini devreye sokan konak savunma mekanizmasi
etkinlesir (Oliviera Nascimento ve ark, 2012).

TLR'ler yapisal o6zelliklerine ve sekans benzerliklerine gore ayni aile igerisinde
gruplandirilmistir (Muzio ve ark, 2012). Memelilerde TLR ailesi igerisinde, 13 iiye
tanimlanmistir (Schauvliege ve ark, 2007). Bu reseptorlerden bazilar1 [TLR 1, 2, 4, 5, 6 ve 10]
hiicre yilizeyinde ekspresyon gosterirken, digerleri [TLR 3, 7, 8 ve 9] hiicre i¢i komponentlerde
ekspresyon gostermektedir (Kumar ve ark, 2011). Ayrica, TLR-10 ekspresyonu insanlarda
mevcut iken, farelerde TLR-10 ekspresyonu yoktur (Kumar ve ark, 2011). TLR-10 farelerde
yalanci gen (pseudogene) olarak kabul edilmektedir (Hasan ve ark, 2005; Lee ve ark, 2014).
Yapilan c¢aligsmalar, retroviral insersiyonlara bagli olarak evrimsel siirecte farelerde TLR-10

geninin kayboldugunu gostermektedir (Hasan ve ark, 2005).

iy

Cell wall components

Lipoproteins, LTA, fimbriae, zymosan  LPS ) Flagellin
’ Host cell
O POOCOOT DOOOOO DOOOOOOOOOOU XX 988 XX L8000 00000000
membrane
TLR1 TLR2 TLR6 TLR4 TLR5 TLR10
S Viralbacterial
nucleic acids

= ALY )
Endosome . dsRNA H PN
ssRNA CpgDNA

TLRSO A RS
TLR7 TLRS8

TLR9

Sekil 3. TLR’lerin lokalizasyonlar1 (Krauss ve ark, 2010).

TLR tyelerinin pek ¢ogu dogal bagisiklik hiicreleri tarafindan eksprese edilmektedirler.
Ornegin, patojenlere kars1 hizli cevap tetikleyebilen mast hiicreleri, NK hiicreleri, dentritik
hiicreler, monosit/makrofaj ve polimorfniikkleer notrofiller ¢esitli TLR’leri  eksprese
etmektedirler (Hemmi ve Akira, 2005; Adib-Conquy ve ark, 2014). Bununla birlikte yapilan

son ¢alismalar, cogu TLR'nin T ve B lenfositlerde, endotel hiicrelerinde, epitel hiicrelerinde,
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keratinositlerde, fibroblastlarda ve kanser hiicrelerinde de eksprese edildiklerini gostermektedir
(Pegu ve ark, 2008; Miller, 2008; Palladino ve ark, 2008; Chang, 2008; Sato ve ark, 2009).

2.6.3 Toll Benzeri Reseptorlerin Ligandlari

Gorildiugi tizere TLR'ler, dogal bagisiklik sistemininin, protozoa, bakteri, mantar ve
viriis gibi sayisiz patojen tarafindan aktif hale getirilmesinde Kritik bir tamamlayici olarak gérev
yapmaktadirlar (Liu ve Zhao, 2007). Bu islevlerini, ligand olarak patojenlerin PAMP'larini
tamimakla gerceklestirirler. Molekiiler olarak ¢esitlilik gosteren ve ekzojen ligandlar olarak
tamimlanan PAMP'lar, niikleik asitler, protein, lipitler ve polisakkaritleri igerirler (Kumar ve
ark, 2009). TLR'ler ayrica, endojen liganlar ya da DAMP'lar (Tehlikeli ile baglantili Molekiiler
Kaliplar) olarak adlandirilan ¢esitli molekiiller tarafindan da aktive edilirler (Muzio ve ark,
2012). DAMP'lar, doku inflamasyonunda, oksidatif streste, nekroz veya homeostazi bozan
diger kosullar altinda, 6lmiis ya da 6lmekte olan hiicreler tarafindan salinmaktadirlar (Yu ve
ark, 2010). Bu durumda TLR ligandlari, ya mikrobik (ekzojen) ya da konak-tiirevli (endojen)
olabilir (Rakoff-Nahoum ve Medzhitov, 2009). TLR’lerin endojen ve ekzojen ligandlar1 Tablo

1’de 6zetlenmistir.
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Tablo 1. TLR’lerin ekzojen ve endojen ligandlari (Liu ve Zhao, 2007).

TLR Ekzojen Ligandlar Endojen Ligandlar

TLR1 | Bakteriyel diagil lipopeptidler ve parazitlerdeki proteinler | Bilinmiyor

TLR2 | Bakteriyel diagil lipopeptidler, gram-pozitif bakterilerden | hsp70, gp96

lipoteik asit ve mayanin hiicre duvarindan zimosan HMGB1

Nekrotik hiicreler

TLR3 | Viriislerden ¢ift sarmalli RNA (dsRNA) MRNA

TLR4 | Gram-negatif bakterilerden lipopolisakkaritler hsp60, hsp70
Hyaluronan
Akciger-siirfaktan-
protein-A
Fibronejen
Heparan
Fibronektin
HMGB1
p-defensin-2

TLR5 | Mobil bakterilerden Flagellin Bilinmiyor

TLR6 | Diagil lipopeptitler Bilinmiyor

TLR7 | Viriislerde tek sarmalli RNA (ssRNA) Bilinmiyor

TLR8 | Viriislerde tek sarmalli RNA (ssRNA) Bilinmiyor

TLR9 | Bakteri ve virus: CpG igeren DNA Kromatin-1gG
kompleksleri

TLR10 | Bilinmiyor Bilinmiyor

TLR11 | Toxoplasma gondii: Profilin Bilinmiyor

Uropatojenik bakteriler
TLR12 | Bilinmiyor Bilinmiyor
TLR13 | Bilinmiyor Bilinmiyor
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2.6.4. Toll Benzeri Reseptorlerde Sinyal Yolagi

Mikrobiyal bilesenler ile TLR'lerin uyarilmasi, immun yanitta rol oynayan birtakim
genlerin ekspresyonunu tetikler. TLR'lerin uyarilmasi sonucu, gen ekspresyonuna sebep olan
molekiiler mekanizmalar, TLR aracili sinyal yolaklarinin incelenmesiyle agiklanmistir (AKira
ve Takeda, 2004).

TLR'lerin ilgili ligandlar ile uyarilmasina takiben bir dizi sinyal yolagi aktif hale geger ve
bunun sonucunda kemokinler, interferonlar ve inflamatuar sitokinlerin indiiksiyonu gergeklesir
(Kawai ve Akira, 2006). TLR’lerdeki sinyalizasyon, ligandlarin baglanmasini takiben
TLR'lerin dimerize olmasiyla baslar. Dimerizasyonu takiben, TLR'lerin korunmus intraselliiler
TIR domainleri, TIR domain igeren adaptor molekiilerle etkilesime girer (O'Neill ve ark, 2013).
TIR domain igeren adaptér molekiiller, Myeloid differentiation primary response gene 88
(MyD88), Toll/IL-1R domain-containing adaptor inducing IFN beta (TRIF), TRIF-related
adaptor molecule (TRAM), MyD88 adaptor-like protein (MAL) ve Sterile-alpha and Armadillo
motif containing protein (SARM) molekiilleridir (Goutagny ve ark, 2012). Bu adaptor
molekiiller ile etkilesim sonucunda, inflamatuar stikonlerin ve tip 1 interferonlarin tiretimini
baglatmak amaciyla, Niikleer faktor kappa B (NF-kB), interferon diizenleyici faktor-3/7
(IRK3/7) ve mitojen-aktive edici protein (MAP) kinazlar gibi gesitli transkripsiyon faktorleri
aktivite olurlar (Kumar ve ark, 2011).

Yukarida bahsedilen adaptér molekiillerden MyD88 molekiilii, TLR-3 disindaki tiim
TLR'lerde sinyal iletiminin meydana gelmesi amaciyla gereklidir (Goutagny ve ark, 2012).
TLR-3 ise, sinyal iletiminde TRIF molekiiliinii kullanir. Buna karsin, TLR-4 sinyal iletiminde
hem MyD88 molekiiliinii hem de TRIF molekiiliinii kullanabilmektedir (Rakoff-Nahoum ve
Medzhitov, 2009). Bu durum, TLR’lerin MyD88-bagimli ve MyD88-bagimsiz (TRIF-bagimli)
yolak olmak tizere iki farkli sinyal yolagini kullandigin1 gostermektedir (Takeda ve Akira,
2005).
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Sekil 4. TLR’lerin sinyal yolaklar1 (Fu-Shin ve Hazlett, 2006).

2.6.4.1. MyD88-bagimh yolak

MyD88 adaptor molekiilii pargali bir yapiya sahip olup, IL-1R iligkili kinazlara (IRAK'a)
baglanan “TIR domain” olarak adlandirilan bir C-terminal kism1 ve “6liim domain” (Death
Domain) olarak adlandirilan N-terminal kismini igerir (Avbelj ve ark, 2011). MyD88’in “oliim
domain” kisminda apoptotik sinyalle ilgili birgok protein ve ayn1 zamanda IRAK yer alir (Lin
ve ark, 2010). Ligand baglanmas1 gergeklestiginde, TLR'ler MyD88'in C-terminalindeki TIR
domaini ile homotipik bir etkilesim kurar (Ulrichts ve ark, 2007). Diger yandan MyD88'in
““oliim domain”’ kismi sirastyla, IRAK ve IRAK-4'tin ““6liim domain’’ kisimlariyla birlesir.
IRAK'lar bir N-terminal kismini ve bas bolgesinde serin/threonin-kinaz kismini igerir. IRAK-
4 ve IRAK'!n MyD88'e baglanmasi fosforilasyona ve aktivasyona neden olur. Fosforile olmus
IRAK, MyD88 den ayrildiktan sonra TRAF-6 (TNF reseptor assosiye faktor 6) ile etkilesir (Fu-
Shin ve Hazlett, 2006). Bu olay: takiben TRAF-6, TAK-1'in (TGF-B-activated kinase 1)
aktivasyonunu tetikler. TAK-1'in aktivasyonundan sonra, IKK (IkB kinaz) kompleksi-NF-xB
yolagi ve MAPK yolagi olmak iizere iki ayr1 sinyal yolagi aktif hale gecer (Kawasaki ve Kawali,
2014). Bununla birlikte TAK-1, TAB-1 (TAK-1 baglanma proteini 1) ve TAB-2 (TAK-1
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baglanma proteini 2) ile TRAF-6-IRAK kompleksini olusturmak iizere etkilesir (Fu-Shin ve
Hazlett, 2006). Bu olaya takiben sitoplazma igerisinde aktif hale gegen TAK-1, IKK'nin
aktivasyonunu saglar (Akira, 2003). Inaktif durumdaki IKK, sitoplazmadaki NF-xB'yi tutar.
Fakat IKK'min aktivasyonu IkB’nin (NF-xB inhibitér protein) fosforile olmasina ve
bozulmasina yol agar. Bu olay1 takiben NF-kB sitoplazmadan ayrilir (Akira, 2003). Bu olay
sonucunda, NF-kB'nin niikleusa translokasyonu gergeklesir. Boylece gen transkripsiyonu
baslatilmis olur (Means ve ark, 2000) ve proinflamatuvar sitokin genlerinin ekspresyonu
gerceklesir (Takeuchi ve Akira, 2010).

2.6.4.2. MyD88-bagimsiz yolak (TRIF-bagimh yolak)

TLR sinyal yolaklarinin ¢esitliligi, ilk olarak MyD88’den yoksun olan farelerde, TLR-
4’{in ligand1 olan LPS’ye kars1 olusturulan sitokin yanit1 ile ortaya ¢ikmistir (Kaisho ve Akira,
2006). MyD88'den yoksun makrofajlarda LPS ile indiiklemis inflamatuvar stokinlerin
tiretimine rastlanmamis, ancak gecikmeli de olsa NF-kB ekspresyonu gézlemlenmistir. Bu
durum, TLR-4 sinyalizasyonunun MyD88-bagimli yolagina bagli oldugu halde, TLR-4'iin
sinyalizasyonunda rol oynayan MyD88-bagimsiz bir yolagin varligin1 da ortaya ¢ikarmistir
(Kawai ve ark, 1999).

TLR ailesine bagh {iiyelerden TLR-3 ve TLR-4, TRIF-bagimli yolak olarak da
adlandirilan MyD88-bagimsiz yolagini kullanirlar (Fu-Shin ve Hazlett, 2006). Boyle olmakla
birlikte, TLR-4 MyD88-bagimli sinyal yolaginin yani sira TRIF-bagimli sinyal yolagini da
kullanabilmektedir (Takeuchi ve Akira, 2010). Ayrica TLR-4, TRIF'1n aktivasyonu icin TRAM
adaptor molekiiliiniine ihtiya¢ duyar. Fakat TLR-3 TRAM adaptor molekiiliinii kullanamaz (Fu-
Shin ve Hazlett, 2006) ve dogrudan TRIF ile etkilesir (Kaisho ve Akira, 2006). TRIF'in amino
terminal bolgesiyle, TRAF-6 ve TBK-1 (TRAF family member-associated NF-kB activator
(TANK) binding kinase-1) etkilesime girer. TBK1'in TRIF-bagimli aktivasyonu, IRF-3'{in
fosforilasyonuna yol agar. Ayrica, TRAF-6 aracili NF-kB aktivasyonu da gergeklesir. RIP-1
(reseptor-etkilesimli protein 1) ise, TRIF'n karboksi-terminal bolgesiyle etkilesime girerek NF-
kB aktivasyonuna aracilik eder (Akira ve Takeda, 2004). Aktive olan IRF-3, IFN-B geni de
dahil bir¢ok hedef genin ekspresyonunu indiikler (Kaisho ve Akira, 2006).
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Sekil 5. MyD88-bagimsiz yolak (TRIF-bagimli yolak) (Akira ve Takeda, 2004).

2.6.5. Toll Benzeri Reseptor 9

Bakteriyel DNA’lar, omurgalilarda dogal bagisiklik sistemini uyarabilmektedir.
Bakterilerin dogal bagisiklik sistemini uyarict etkisi, bakteri DNA'sinda yiiksek siklikta
bulunan metillenmemis CpG diniikleotidlerine (CpG-DNA) baglidir (Suzuki ve ark, 2005).

Bakteri DNA'sinin immunostimiilator aktivitesi ilk olarak Tokunaga ve ark. tarafindan
bildirilmistir. Tokunaga ve ark (1984), Basil Calmette-Guerin'den (BCG) saflastirilmis
DNA'in, ¢esitli hayvan tiimdrlerinin biiyiimesini engelledigini ve fare dalak hiicrelerinde NK
hiicre aktivitesini arttirdigini gostermislerdir. Daha sonra Krieg ve ark (1995), fareler tizerinde
yaptiklar bir ¢aligmada, bakteri DNA'siin yan sira metillenmemis CpG diniikleotitleri iceren
sentetik oligodeoksiniikleotidlerin (CpG-ODN), B hiicrelerinin ¢ogalmasi ve immunoglobiilin
salgilamasini indiiklediklerini bildirmislerdir. Bu bagisiklik yaniti, metillenmemis CpG
motiflerini (CpG-DNA) igeren ¢esitli patojenlere karst koruma saglamaktadir. Metillenmemis
CpG motifleri, monositler, makrofajlar, dentritik hiicreler ve B hiicrelerinde ekspresyon

gosteren TLR-9 tarafindan taninmaktadir (Suzuki ve ark, 2005). Dolayistyla TLR9, bakteriyel
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ve viral DNA'larda yaygin olarak bulunan metillenmemis CpG motifleri tarafindan
uyarilabilmektedir (Krieg, 2007).

TLR-9, monositler, makrofajlar, B hiicreleri ve dendritik hiicrelerin endosomal
kompartmani igerisinde lokalize olmustur (Qin ve ark, 2014). TLR-9'un endosomal
lokalizasyonu, hiicre i¢i patojenleri etkin bir sekilde tespit edilmesini saglarken, konagin
kendisine ait olan ve kendisine ait olmayan niikleik asitlerin ayrimini yapabilmesine olanak
tanimaktadir (Barton ve ark, 2006; Park ve ark, 2008). Yapilan ¢aligmalarda, TLR-9'un CpG-
DNA ile uyarilmadan 6nce endoplazmik retikulumda tutuldugu ancak TLR-9'un CpG-DNA ile
uyarildiktan sonra lizozomlara go¢ ettigi gosterilmistir (Latz ve ark, 2004). Buna ek olarak,
TLR-9'un ilgili ligandlar ile uyarilmasi sonucunda, meydana gelen hiicre i¢i sinyal dogiisiinde
MyD88 adaptdr molekiiliintin gerekli oldugu bildirilmistir (Johnson ve ark, 2005). TLR-9’un
MyD88 adaptdr molekiilii araciligi ile dogal bagisiklik yanitlarini baglatmak {izere gesitli
adaptdr molekiilerle etkilesime girerek, gerekli proinflamatuar sitokinlerin indiiksiyonunu ve
tip I interferonlarin iiretimini tetiklemektedir (Wagner, 2002). Ayrica edinsel bagisiklik
yanitlarinin sekillenmesinde de kritik bir dneme sahiptir (Huang ve Yang, 2010). Bu nedenle
cesitli TLR-9 agonistleri, patojen enfeksiyonlarinda, alerjilerde, malign neoplazmalarda ve
otoimmiiniteye kars1 kullanilan klinik Oncesi ve klinik arastirmalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Krieg, 2006; Gosu ve ark, 2012; Qin ve ark, 2014). Yapilan ¢alismalar, TLR-
9 agonistlerinden biri olan CpG-ODN'nin hiicre igi enfeksiyonlara karsi gelisen dogal ve edinsel
bagisiklik yanitini harekete gegirdigini gostermistir (Krieg, 2001). Ayrica CpG-ODN'lerin as1
adjuvani olarak kullanildiklarinda bulasici hastaliklara ve kansere yonelik gelistirilen asilarin
aktivitesini arttirdiklari bildirilmistir (Bode ve ark, 2011). Ornegin, Verthelyi ve ark (2002)
tarafindan yapilan bir ¢alismada farelere uygulanan CpG-ODN'nin bakteriyel, viral ve parazitik
patojenlere kars1 gelistirilen asilarin koruyucu etkisini arttirdiklar1 gosterilmistir. Yine fareler
tizerinde yapilan c¢alismalar, CpG-ODN uygulanmasi sonucu, aktive olan dogal bagisiklik
savunmasinin koruyucu etkisinin arttigi gosterilmistir (Elkins ve ark, 1999; Freidag ve ark,
2000; Krieg ve ark, 2007). Ayrica Choudhury ve ark (2002) tarafindan yapilan bir ¢alismada,
intrapulmoner CpG-ODN uygulamasinin, fare akcigerinde Th1 (T helper 1) bagisiklik yanitina
neden olan IL-12 tretimini arttirdigr bildirilmistir. Yapilan ¢alismalar TLR-9'un CpG tanima
sisteminin, akciger dogal bagisikliginda o6nemli bir rol oynadigmi goéstermektedir
(Knuefermann ve ark, 2007; Bhan ve ark, 2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Materyali

Sunulan tez calismasi, 2016-2017 bahar déneminde Adnan Menderes Universitesi
Veteriner Fakiiltesi Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali’nda gergeklestirilmistir. Sunulan tez
calismasmin gergeklestirilmesi amaciyla, Adnan Menderes Universitesi Hayvan Deneyleri
Yerel Etik Kurulu'ndan, 30.11.2016 tarihli 64583101/2016/178 sayili karar ile onay alinmistir.

Sunulan tez calismasinda g¢aligma materyali olarak, yiiriitiiciiliigii Prof. Dr. Levent
KARAGENC tarafindan yapilmakta olan " Farelerde In vitro Embriyo Kiiltiirii ve Embriyo
Transferinin Solunum Sisteminde Epitel Hiicre Sayilar1 Uzerine Etkisi " isimli VTF-15057
numarali Bilimsel Arastirma Projesi’nden elde edilmis olan yetiskin akciger doku ornekleri
kullanilmistir.

VTF-15057 numarali Bilimsel Arastirma Projesi’nde ¢alisma materyali olarak kullanilan
F1 hibrid fareler, C57BL/6 erkek farelerin BALBc disi fareler ile ¢iftlestirilmesi sonucu elde
edilmiglerdir. Deney siiresince tiim F1 hibrit fareler, 14 saat aydinlik: 10 saat karanlik 151k
siklusunda barmndirilmis olup yem ve su ad libitum olarak verilmistir. Tiim ¢alisma boyunca
farelerin beslenmesi ve barinmas1 Adnan Menderes Universitesi Deney Hayvanlar1 Unitesinde
gergeklestirilmistir. Sunulan tez ¢alismasinda, bir Kontrol grubu ve bir Deneme grubu olmak
tizere iki farkli grup yer almaktadir. Kontrol grubunu olusturan yetiskin fareler, PMSG+hCG
uygulamasi yapilmamis olan 8-12 haftalik F1 hibrit disi farelerin ayn1 yastaki F1 hibrit erkek
farelerle ciftlestirilmesi sonucu elde edilen yavrularin biiyiitiilmesiyle olusturulmustur. Deneme
grubu ise PMSG+hCG uygulamasini takiben ciftlestirilen disilerden elde edilen dollenmis
yumurta hiicrelerinin (zigot) atmosferik oksijen konsantrasyonunda biiyiitiilmesiyle elde edilen,
dolayisiyla in vitro ortamda gelisen blastosistlerin yalanci gebelere transferiyle elde edilen
yavrularin biiylitiilmesiyle elde edilen bireylerden olusturulmustur.

VTF-15057 numaral1 Bilimsel Arastirma Projesi kapsaminda yetiskin akciger dokular1
izole edilmis ve uygun kosullarda muhafaza edilmislerdir. Sunulan tez c¢alismasinda,
histokimyasal ve immunohistokimyasal/immunofloresan boyama  yoOntemlerini
gerceklestirmek amaciyla paraplast icerisinde bloklanmis olan ve +4 °C’de muhafaza edilmis
olan yetiskin akciger doku 6rnekleri kullanilmistir. Western blot ve real-time PCR (qRT-PCR)
tekniklerinin uygulanmasinda ise —80 °C’de muhafaza edilmis olan yetiskin akciger doku

ornekleri kullanilmistir.
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Yetiskin akciger doku 6rneklerinden bir mikrotom yardimiyla 5 um kalinliginda 100 pm
araliklarla alinan seri kesitler iizerinde, tiglii boyama, histokimyasal, immunohistokimyasal ve
immunofloresan boyama metotlar1 uygulanmistir. Bu amaca yonelik olarak, her bir hayvan i¢in
toplam 6 adet kesit kullanilmistir.

Tim gruplarda -80 °C’de muhafaza edilmis olan yetiskin akciger doku orneklerinden
TLR-9’un translasyonel diizeyde eksprese edilip edilmediginin semi-kantitaf olarak
degerlendirilmesi amaciyla western blot tekniginden yararlanilmistir. Ayrica, TLR-9
reseptoriiniin mRNA diizeyini 6lgmek amaciyla kantitatif real-time PCR ydnteminden
yararlanilmigtir. Sunulan tez calismasinda, western blot ve real-time PCR analizlerinde
kullanilmak tizere, Kontrol grubunu olusturmak amaciyla Kontrol grubuna ait 15 adet yetiskin
akciger dokusu ve Deneme grubunu olusturmak amaciyla da Deneme grubuna ait 15 adet
yetiskin akciger dokusu kullanilmigtir. Her bir grup i¢in ayr1 ayri ortak doku havuzlari (pool)'lar
olusturulmustur. Kontrol grubuna ait yetiskin akciger doku ornekleri rastgele segilerek her bir
doku havuzunda bes adet drnek olacak sekilde Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3 gruplari
olusturulmustur. Ayni sekilde, Deneme grubu iginde, Deneme grubuna ait yetigskin akciger
doku ornekleri rastgele segilerek her bir doku havuzunda bes adet 6rnek  olacak sekilde
Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3 biyolojik replikasyonlar1 elde edilmistir. Boylece

gerek Kontrol, gerekse Deneme grubunda ii¢ ayr1 biyolojik replikasyon grubu olusturulmustur.

3.2. Uclii Boyama Metodu

Sunulan tez ¢alismasinda paraplast igerisinde gdmiilii dokularin genel histolojik yapisini
incelemek amaciyla Crossman’in ii¢lii boyama yontemi kullanilmigtir. Bu amaca yonelik olarak
5 um kalimliginda alinan doku kesitleri deparafinizasyon isleminden sonra Crossman’mn iglii

boyama yontemiyle boyanmis ve daha sonra incelenmek amaciyla entellan ile kapatilmistir.

3.3. Immunofloresan Boyama Metodu

Mikrotom yardimiyla 5 um kalinliginda alinan kesitler 35-40 °C su banyosunda
yuizdiiriildiikten sonra APES (Sigma) ile kaplanmig lamlara alinmigtir. Alinan kesitler 37 °C
etiivde bir gece kurutulmaya birakilmislardir. Daha sonra kesitlere immunofloresan boyama
teknigini uygulamak amaciyla, deparafinizasyon islemi uygulanmis, kesitler alkol serilerinden

gecirilerek distile suya alinmiglardir. Doku tespit solusyonuyla bloke edilen antijen epitoplarini
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aciga cikarmak amaciyla %0,05 oraninda Tween-20 igeren sodyum sitrat buffer (pH 6)
icerisinde 20 dakika kaynatilarak antijen retrival islemi ger¢eklestirilmistir. Oda sicakliginda 1
saat siireyle sogutulan kesitler 3 kez 5'er dakika Tris buffer soltisyonu (TBS, pH 7.6) ile yikama
islemine tabi tutulmuslardir. Yikama isleminde sonra, kesitlerin kurumamasina 0Ozen
gosterilerek, kesitler silkelenip bir pegete yardimiyla TBS uzaklagtirilmistir. Bu islemin
ardindan, kesitlere mouse monoklonal primer antikoru TLR-9 (NBP2-24729, Novus, 1/100)
uygulanmis ve Kkesitler bir gece +4 °C'de inkiibasyona birakilmigtir. Es zamanli olarak ayni
islemlere tabi tutulan, fakat primer antikor ilave edilmeksizin (primer antikor yerine TBS
kullanild1) boyanan doku kesitleri negatif kontrol olarak kullanilmistir.

Primer antikorlarin uzaklastirilmasi amaciyla kesitler 3 kez 5'er dakika TBS ile yikama
islemine tabi tutulmuslardir. Ardindan primer antikora baglanmasi1 amaciyla, kesitlere sekonder
antikor (Alexa-Fluor -A21127 / A211121, Invitrogen) uygulanmis ve kesitler bir saat 37 °C'de
inkiibasyona birakilmislardir. Inkiibasyon siiresi tamamlandiginda, kesitler yikanmak iizere 3
kez 5’er dakika TBS ile tekrar muamele edilmislerdir. Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak amaciyla,
kesitler DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile 1-2 dakika muamele edilmislerdir. Yikama
islemi karanlikta, 3 kez 5’er dakika siireyle tekrar edilmistir. Kesitler incelenmek iizere
kapatma soliisyonu (Mounting medium, Invitrogen) ile kapatilarak floresan mikroskopta
(Olympus, BX51) incelenmistir. Immunpozitif hiicrelerin goriintiilenmesinde BX51 (Olympus)

aragtirma mikroskopu ve DP70 kamera/goriintii analiz sisteminden yararlanilmigtir.

3.4. Double (Cift)-immunofloresan Boyama Metodu

Yetigkin akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonu gdsteren makrofajlart ve Tip Il pnomosit
hiicrelerini belirlemek amaciyla double-immunofloresan boyama yontemi uygulanmistir. Bu
yontemde, TLR-9 belirteci olan TLR-9 primer antikoru (NBP2-24729, Novus, 1/100), makrofaj
belirteci olan F4/80 primer antikoru (M-17-R, sc-26643-R, SantaCruz, 1/100) ve Tip Il
pnomosit hiicre belirteci olan SP-C primer antikoru (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100)
kullanilmigtir. Double-immunofloresan boyama islemi +4 °C'de muhafaza edilen yetiskin
akciger doku bloklarindan alinan 4-5 pum kalinh@indaki ardigik kesitler iizerinde
gerceklestirilmistir. APES (Sigma) ile kaplanmis lamlara alinan kesitlere, deparafinizasyon
1slemi uygulanmis, kesitler alkol serilerinden gegirilerek distile suya alinmislardir. Doku tespit
soliisyonuyla bloke edilen antijen epitoplarini agiga ¢ikarmak amaciyla %0,05 oraninda Tween-
20 igeren sodyum sitrat buffer (pH 6) icerisinde 20 dakika kaynatilarak antijen retrival islemi
gerceklestirilmistir. Oda sicaklifinda 1 saat siireyle sogutulan kesitler 3 kez 5'er dakika TBS
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(pH 7.6) ile yikama islemine tabi tutulmuslardir. Yikama isleminin ardindan non-spesifik
antijenik baglanmalar1 bloke etmek amaciyla blokaj soliisyonu (Histostain Plus Broad
Spectrum, Invitrogen) ile kesitler oda sicakliginda 30 dakika siireyle inkiibasyona
birakilmislardir. Daha sonra primer antikorla isaretleme islemine gecilmistir. Ilk olarak kesitler
anti-TLR-9 primer antikoru (NBP2-24729, Novus, 1/100) ile 37 °C*“de 1 saat siireyle
inkiibasyona birakilmiglardir. Daha sonra kesitler, 3 kez 5'er dakika siire ile yikama islemine
tabi tutulmuslardir. Yikama islemine takiben kesitler, sekonder antikor (Alexa-Flour A21127,
Invitrogen, 1/100) ile 37°C*de 1 saat inkiibe edilmislerdir. Spesifik baglanma gostermeyen
sekonder antikorlarin uzaklastirilmas: amaciyla kesitler 3 kez S'er dakika siireyle TBS
igerisinde yikanmiglardir. Bu isleme takiben, ayni kesitler bu kez makrofaj belirteci olan F4/80
primer antikoru (M-17-R, sc-26643-R, SantaCruz, 1/100) ile 37 °C’de 1 saat siireyle
inkiibasyona  birakilmislardir.  Spesifik baglanma gdstermeyen primer antikorlarin
uzaklagtirilmasi amaciyla kesitlere 3 kez 5'er dakika TBS ile yikama islemi gergeklestirilmis,
bunu takiben kesitler sekonder antikor (Alexa-Flour A11034, Invitrogen, 1/100) ile 37 °C'de 1
saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Spesifik baglanma gdstermeyen sekonder antikorlarin
uzaklastirilmasi amaciyla kesitler 3 kez S'er dakika siireyle TBS igerisinde yikanmiglardir. Stire
doldugunda, kesitler 3 kez S'er dakika siireyle TBS ile yikama islemine tabi tutulmuslardir.
Hiicre ¢ekirdeklerini boyamak amaciyla, kesitler DAPI ile 1-2 dakika muamele edilmislerdir.
Yikama islemi karanlikta, 3 kez 5’er dakika siireyle tekrar edilmistir. Kesitler incelenmek tizere
kapatma sollisyonu (Mounting medium, Invitrogen) ile kapatilarak floresan mikroskopta
(Olympus, BX51) incelenmistir. Benzer islemler, makrofaj belirteci olan F4/80 (M-17-R, sc-
26643-R, SantaCruz, 1/100) primer antikoru yerine Tip Il pnémosit hiicre belirteci olan SP-C
primer antikoru (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100) kullanilarak da gergeklestirilmistir.

3.5. Immunohistokimyasal Boyama Metodu

Mikrotom yardimiyla 5 um kalinliginda alinan kesitler 35-40 °C su banyosunda
yiizdiiriildiikten sonra APES (Sigma) ile kaplanmig lamlara alinmistir. Alinan kesitler 37 °C
etiivde bir gece kurutulmaya birakilmislardir. Daha sonra kesitlere immunohistokimyasal
boyama teknigini uygulamak amaciyla, deparafinizasyon islemi uygulanmis, kesitler alkol
serilerinden gegirilerek distile suya alinmislardir. Doku tespit soliisyonuyla bloke edilen antijen
epitoplarini agiga ¢ikarmak amaciyla %0,05 oraninda Tween-20 igeren sodyum sitrat buffer
(pH 6) icerisinde 20 dakika kaynatilarak antijen retrival islemi gerceklestirilmistir. Kesitler oda
sicakligina geldikten sonra 3 kez S'er dakika siireyle TBS igerisinde yikanmis, endojen
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peroksidaz aktivitesini inhibe etmek amaciyla %5 H20: iceren TBS ile 5 dakika muamele
edilmislerdir. Ug kez 5'er dakika TBS ile yikanan kesitler mouse monoklonal primer antikoru
TLR-9 ile (NBP2-24729, Novus, 1/100) bir gece +4 °C'de inkiibasyona birakilmiglardir. Ertesi
giin tim kesitlere 3 kez 5'er dakika TBS ile yikama islemi gergeklestirilmis, bunu takiben
kesitler biyotin ile isaretli sekonder antikor (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen)
soliisyonuyla 37 °C'de 1 saat siireyle inkiibe edilmislerdir. Spesifik baglanma gostermeyen
sekonder antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla TBS ile yikama islemi tekrar edilmistir. Daha
sonra kesitler HRP (Histostain Plus Broad Spectrum, Invitrogen) soliisyonu igerisinde 37 °C’de
1 saat siireyle inkiibasyona birakilmislardir. TBS igerisinde yikama islemini (3 kez 5'er dakika)
takiben, antikora baglanma gosteren immunpozitif hiicreleri saptamak amaciyla kesitler %3
oraninda H20> ve 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB, 3 mg/ml) i¢eren Tris-HCI
(pH 7.6) soliisyonla 1-3 dakika arasinda muamele edilmiglerdir. Hiicre c¢ekirdeklerinin
goriilebilmesi amaciyla kesitler ayn1 zamanda, Harris hematoksilen ile 1-3 dakika siire ile
boyanmisglardir. Kesitler etanol ve ksilol serilerinden gegirilerek entallan ile kapatilmiglardir.
Tiim analizlerde immunpozitif hiicrelerin goriintiilenmesinde BX51 (Olympus) arastirma
mikroskopu ve DP70 kamera/goriintii analiz sisteminden yararlanilmistir.

Ayni zamanda yetigkin akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonu gosteren hiicrelerin
makrofaj ya da Tip Il pnomosit hiicreleri olup olmadigini belirlemek amaciyla
immunohistokimya boyama metotu uygulanmistir. Bu amaca yonelik olarak, APES ile
kaplanmig lamlara alinan 4-5 pm kalinligindaki ardigik kesitlerden birincisi TLR-9 primer
antikoru (NBP2-24729, Novus, 1/100), ikincisi ise makrofaj belirteci olan F4/80 primer
antikoru (M-17-R, sc-26643-R, SantaCruz, 1/100) ya da Tip II pnémosit hiicre belirteci olan
SP-C primer antikoru (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100) kullanilarak es zamanli olarak

boyanmustir.

3.6. Western Blot Metodu

Western blot analizlerinde kullanilmak iizere —80 °C’de muhafaza edilen yetiskin akciger
doku ornekleri (Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-
R3) TissueLyserLT homojenizasyon cihazinda (Qiagen) homojenize (3x2 dakika, 50 MHz)
edilmiglerdir. Dokularin homojenizasyon islemi PMSF (fenil metil siilfonil fulorid),
orthovanadate ve proteaz inhibitorleri iceren RIPA Lysis tamponu (SantaCruz) icerisinde
gerceklestirilmistir. Homojenizasyon islemini takiben homojenatlar 13,000xg’de 15 dakika

stire ile +4 °C’ de santrifilij edilerek elde edilen siipernatantlar kiigiik miktarlara boliinerek -20
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°C’de muhafaza edilmislerdir. Total protein miktarin1 belirlemek amaciyla, Smart TM BCA
Protein Assay kitinden (Intron Biyoteknoloji) yararlanilmistir. Standart olarak kit ile birlikte
gelen BSA (bovine serum albumin) soliisyonu (2mg/ml) kullanilmis, her bir doku 6rnegine ait

total protein miktar1 BSA-protein standart egrisi kullanilarak hesaplanmistir.
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Sekil 6. BSA-Protein standart egrisi.

Tim gruplarin protein tayini islemi sonrasi, SDS-PAGE (sodyum dodesil siilfat-
poliakrilamid jel elektroforezi) jelleri hazirlanarak western blot protokolii uygulanmistir. Ik
olarak %10'luk ayirma jeli (separating jel) hazirlanip yiikleme tankindaki cam tabakalar arasina
dokiilmistiir. Jelin polimerlesmesini takiben %5'lik paketleyici jel (stacking jel) hazirlanarak
hizli bir sekilde ayirma jelin {izerine dokiilmiis ve tizerine 10 kuyucuk igeren tarak
yerlestirilmistir. Paketleyici jelin polimerlesmesini takiben tarak ¢ikarilarak, kuyucuklar elde
edilmistir. Bu sekilde hazirlanan jel, dikey elektroforez tankina yerlestirilerek tankin igerisine
jel kasetinin yarisini1 gegmeyecek sekilde 1X yiiriitme tamponu (running buffer) ilave edilmistir.
SDS-PAGE jeli, Kontrol ve Deneme gruplarina ait protein drneklerini yiiklemek amaciyla hazir

duruma getirilmistir.
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Tablo 2. Her bir grup i¢in 60 pg protein igeren total hacim.

Gruplar Ornek Voliimii | 2x Loading Dye | Lizis Buffer | Total Hacim
Kontrol-R1 10 pl 10 pl 10 pl 30 pul
Kontrol-R2 10 pl 10 pl 10 pl 30 pul
Kontrol-R3 10 pl 10 pl 10 pl 30 ul
Deneme-R1 12,5 pul 12,5 pul Sul 30 ul
Deneme-R2 13 pl 13 pul 4 ul 30 pul
Deneme-R3 14 pul 14 ul 2 ul 30 pul

Jelde yiiriitiilecek olan her bir 6rnekte Tablo 2°de gosterilen voliimler dikkate alinarak
yiiklenecek olan proteinler ependorf tiiplere konularak iizerlerine 2X Loading dye ve Lizis
buffer (RIPA lysis buffer) eklenmistir. Ependorf tiipler hizlica santrifiij edilerek 10 dakika siire
ile 65°C’de 1sitma tablasinda (heating blok) bekletilmislerdir. Bu siirenin ardindan tiipler yine
hizli bir santrifiij ile yiiklenmeye hazir hale getirilmislerdir. Yiiklemeyi gergeklestirmek
amactyla her bir grup icin 60 pg protein igeren protein karigimi yiikleme kuyucuklarina
yiiklenmistir. Protein bantlarinin biiyiikliiklerinin belirlenmesinde Pre-stained protein lader V
protein belirtecinden (GeneAid) 3 pl olarak tek bir kuyucuga yiikleme yapilmistir. Yiikleme
isleminin ardindan, 6rnekler 200 volt, 50 mA’de 60 dakika siireyle yiiriitiilerek proteinler
ayristirilmiglardir.  Yiiritme islemi tamamlandiktan sonra poliakrilamid jel blotlanmak tizere
yiikleme tankindan ¢ikarilmistir. Daha sonra proteinlerin nitroseliiloz membrana (Immobilon-
P, Millipore) transferi amaciyla, blotlama kasetleri arasina Wattman Nol kagitlari, bunlarin
tizerine poliakrilamid jel ve jelin tizerine de nitroseliiloz membran yerlestirilmistir. Son olarak
membranin lizerine tekrar Wattman Nol kagitlar1 yerlestirilmis, bu islemi takiben hava
kabarciklarinin bulunmamasina 6zen gosterilmistir. Kasetler uygun bir bicimde kapatilarak,
blotlama tankina yerlestirilmistir. Blotlama tanki transfer tamponu (blotting buffer) ile
doldurularak igerisine buz kaseti konulmustur. Transfer islemi bir saat siire ile 100 V ve 350
mA akim uygulanarak gerceklestirilmis ve jelde bulunan proteinlerin nitroseliiloz membrana
aktarilmasi saglanmistir. Transfer isleminden sonra nitroseliilloz membran, bloklama soliisyonu
olan %5'lik siit tozu ¢ozeltisi (skim milk powder igeren TBS pH7,6) icerisinde bir calkalayici
tizerinde oda sicakliginda bir saat siire ile muamele edilmistir. Bloklama isleminden sonra
membran 3 kez 5'er dakika siireyle %0,1 oraninda Tween-20 igeren TBS soliisyonu (TBST) ile
yikanmigtir. Daha sonra membran, anti-TLR-9 (NBP2-24729) primer antikoru eklenmis
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(sulandirma orani:1:1000) %S5 oraninda siit tozu iceren TBST soliisyonu igerisinde bir gece
boyunca ve bir ¢alkalayici tizerinde +4°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin membran 3
kez S'er dakika siireyle bir c¢alkalayici lizerinde TBST soliisyonu ile yikama islemine tabi
tutulmustur. Bdylece zayif baglanan veya baglanamayan antikorlarin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Yikama isleminin ardindan membran, %35 oraninda siit tozu igeren TBST
soliisyonu igerisinde 1:5000 oraninda sulandirilan sekonder antikor (Goat anti-Mouse 1gG-
HRP, sc-2005) ile bir saat oda sicakliginda bir ¢alkalayici tizerinde inkiibe edilmistir. Yine 3
kez S'er dakika siireyle TBST soliisyonu ile bir calkalayicit {izerinde yikama islemi
gerceklestirilmistir. Daha sonra membran, kurutma kagidina alinarak yikama soliisyonunun
uzaklagtirilmasi saglanmistir. Belirteglerin, EC3 Imaging System’de floresan igima gostermesi
amaciyla her bir belirteg WesternSure Pen (Li-Cor) kalemiyle ¢izilmistir. Bu islemi takiben
membran bir pens yardimiyla alimip steril bir kapta 1-2 dakika siireyle Enhanced
Chemiluminescence soliisyonu (Novex® ECL, Invitrogen ya da Luminata Crescendo,
Millipore) ile karanlik bir ortamda muamele edilmistir. Daha sonra antikora baglanma gosteren
bantlar goriintiileme cihazinda (EC3 Imaging System, UVP) goriintiilenerek fotografi
¢ekilmistir. Bu islemin ardindan, membran 3 kez 5’er dakika siireyle TBST soliisyonu ile bir
calkalayic1 tlizerinde yikama iglemi gergeklestirilmistir. Yikima isleminin ardindan ayni
membran endojen kontrolii tespit etmek amaciyla ayni islemlere tabi tutulmus, ancak primer
antikor olarak anti-p-aktin (SantaCruz, sc-47778) antikoru kullanilmigtir. Elde edilen ve
beklenen bandlarda maksimum bant yogunlugu (Imax) VisionWorks®LS analiz programinda
(UVP) hem TLR-9 hem de endojen kontrol olarak kullanilan B-aktin proteini i¢in ayri ayri
hesaplanmistir. Hesaplanan TLR-9 Imax degeri, ayni membranda hesaplanan B-aktin Imax
degerine boliinerek normalizasyon islemi gergeklestirilmistir. Western blot analizlerinden elde
edilen sonuglarin giivenirligini artirmak amaciyla analizler tiim gruplarda her bir biyolojik
replikasyon (Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) igin ii¢ defa tekrar edilmistir. Bu
sekilde, tiim gruplarda TLR-9 geni i¢in toplam dokuz analiz (3 biyolojik replikasyon x 3 teknik
replikasyon) gergeklestirilmistir. Sonuglar1 analiz etmek amaciyla her bir grup i¢in elde edilen

verilerin ortalamalar: alinmastir.
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3.7. Total RNA izolasyonu

Tim gruplara (Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve
Deneme-R3) ait yetigkin akciger doku orneklerinden total RNA izolasyonu, Trizol soliisyonu
ve PureLink RNA izolasyon kiti (Ambion) kullanilarak {iretici firmanin 6nermis oldugu RNA
izolasyon protokoliine gore gerceklestirilmistir. Elde edilen RNA o6rneklerinde olasi DNA
kontaminasyonunu ortadan kaldirmak amaciyla tiim 6rnekler DNase soliisyonu ile (PureLink
DNase, Invitrogen) muamele edilmistir. Tiim gruplara ait total RNA 6rnekleri daha sonra
kullanilmak iizere -80 °C” de muhafaza edilmistir. izole edilmis RNA 6rneklerinde, total RNA
konsantrasyonunu belirlemek i¢in, 6rnekler 10 mM Tris-HCI (pH 7,5) igerisinde 1/10 oraninda
sulandirilmis ve total RNA konsantrasyonu MultiskanGo (Thermo) spektrofotometri cihazi
kullanilarak belirlenmistir. Total RNA konsantrasyonu (pg/ml), [A2e0 x sulandirma katsayisi x

40 pg/ml] denkleminden yararlanilarak hesaplanmaistir.

3.8. izole Edilen Total RNA Orneklerinin Kalitesi

Total RNA 6rneklerinin kalitesini ve miktarini belirlemek, gen ekspresyon ¢alismalarinda
onemli bir adimdir. Yapilan bir¢ok ¢alismada, real-time PCR veya mikro-array analizlerinde
kullanilan total RNA kalitesinin gen ekspresyon profilleme ¢aligmalar {izerinde belirgin bir
etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Auer ve ark, 2003; Fleige ve ark, 2006; Becker ve ark, 2010).
RNA molekiiller1 ¢ok hassas yapilardir ve niikleazlarin her yerde bulunmasi RNA
molekiillerinin degredasyonunda 6nemli bir risk faktorii olusturmaktadir (Becker ve ark, 2010).
Bu nedenle PCR oncesi basamaklarda (RNA Orneklerinin izolasyonu, dondurulmasi ve
saklanmas1 gibi) total RNA Orneklerine yonelik gerceklestirilen islemlerin, RNA'nin
bozulmaya kars1 duyarliligr g6z oniine alindiginda, RNA kalitesinin degerlendirilmesi, gen
ekspresyon analizlerinden elde edilecek verilerin giivenirligi bakimindan son derece énem
tasimaktadir (Li ve Reilly, 2008). S6z konusu RNA kalitesinin degerlendirilmesinde total RNA
orneklerinin saflig1 ve biitiinliigii dikkate alinmaktadir. Ornegin, spektrofotometrik yontemle
elde edilen 260 ve 280 nm'de absorbanslarin oran1 (A260/A280), genellikle RNA safligini kabul
edilebilir bir gostergesi olarak diisiiniilmektedir. Bununla birlikte arastirmacilar saf bir RNA
orneginin 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) soliisyonu igerisinde Aze0/A2g80 oraninin 1,9-2,1 arasinda
olmasi gerektigini 6nermektedir (Tuzmen ve ark, 2007). Diger dnemli bir husus total RNA
orneklerinin biitiinliiglinii test etmektir. Total RNA o6rneklerinin agaroz jelde kosturulmasini

takiben, jelde goriilen 28S ve 18S rRNA bandlarinda herhangi bir yapisal bozulmanin
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goriilmemesi ve 28S/18S rRNA oraninin yaklagik olarak da 2:1 oraninda olmasi tavsiye

edilmektedir (Skrypina ve ark, 2003).

3.9. Real-Time PCR (gRT-PCR) (Tagman Metodu)

3.9.1. TagMan Metodu icin cDNA (Komplementer DNA) Sentezi

TagMan Metodu ile gerceklestirilen real-time PCR analizleri igin her bir gruba ait
(Kontrol-R1, Kontrol-R2, Kontrol-R3, Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3) total RNA
orneklerinden cDNA sentezlenmistir. cDNA sentezi, SuperScript™ III Reverse Transcriptase
(Invitrogen) kiti kullanilarak iretici firma tarafindan belirtilen protokole bagli kalinarak
gerceklestirilmistir. Ilk olarak, her bir gruba ait &rnek igin, total hacim 20 pl olacak sekilde 500
ng total RNA hazirlanmistir (Tablo 3).

Tablo 3. Her bir gruba ait 500 ng total RNA i¢eren miktarlar.

Gruplar 500 ng RNA (ul) Nuclease- free H.O | Total Hacim
Kontrol-R1 1,60 ul 18,40 pul 20 pl
Kontrol-R2 1,30 pl 18,70 ul 20 ul
Kontrol-R3 1,11 pl 18,89 ul 20 pl
Deneme-R1 2,45l 17,55 pl 20 ul
Deneme-R2 1,69 ul 18,31 pul 20 pl
Deneme-R3 1,54 pul 18,46 pnl 20 ul

Daha sonra Tablo 4’de belirtilen kite ait bilesenler bir araya getirilerek toplam hacim 20
ul olacak sekilde 2X reverse transkripsiyon master karigimi elde edilmistir. Ardindan her bir
gruba ait RNA (20 pl=500 ng) miktar1 master karigimina eklenerek 1X reverse transkripsiyon
master karigimi elde edilmistir. Boylece total hacmin 40 ul olmasi saglanmistir. Karigim kisa
stireli bir santrifiij isleminden gegirilerek, PCR cihazi (Veriti, Applied Biosystems) yardimai ile

cDNA sentezi gerceklestirilmistir.
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Tablo 4. 2X reverse transkripsiyon master karigimiu.

Bilesenler Voliim/Reaksiyon (2X)
10XRT Buffer 4 ul

25XdNTP Mix (100mM) 1.6 ul

10X RT Random Primers 4 ul

MultiScribe™ Reverse Transkriptase | 2 pl

Nuclease- free H20 8.4 ul

Total/Reaksiyon 20 pl

cDNA sentezi, 25 °C’de 10 dakika, 37 °C’de 120 dakika, 85 °C’de 5 dakika ve 4 °C’de
oo programi kullanilarak gergeklestirilmistir. Elde edilen ¢cDNA ornekleri, real-time PCR

analizlerinde kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

3.9.2. TagMan Metodu Ile Kantitatif Real-Time PCR (qQRT-PCR) Analizi

Her bir gruba ait cDNA 6rnekleri real-time PCR tekniginde kullanilmak tizere TagMan
problariyla Tablo 5’de belirtilen miktarlarda reaksiyon karigimi hazirlanmistir. Real-time PCR
reaksiyonu 20 pl total hacimde gerceklestirilmistir. Hedef gen (TLR-9) ve referans genler (-
aktin ve GAPDH) i¢in kullanilan TagMan problar1 Tablo 6’da gosterilmistir.

Tablo 5. Her bir 6rnek igin real-time PCR karigimi.

Bilesenler Voliim/Reaksiyon
Assay (TLR-9) 1 ul

Master mix (2X) 10 pl

RNase free su 7 ul

c¢DNA ornegi 2 ul

Total Hacim 20 pl
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Tablo 6. TagMan problari.

Gen Prob Kodu (Appled Biosystems)
p-aktin (ACTB) MmO00607939-S1

GAPDH Mm99999915-G1

TLR-9 MmO0044446193-M1

Analizlerde StepOne (Applied Biosystems) real-time PCR cihazindan yararlanilmistir ve

termal dongii protokolii Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. Real-time PCR termal déngii protokolii.

Basamak Sicakhik Siire Dongii Sayisi
AmpErase® uracil-N-glycosylase | 50 °C 2 dakika

(UNG) aktivasyonu

AmpliTaq Gold enzim 95°C 10 dakika |1
aktivasyonu

Denatiirasyon 95°C 15 saniye |40
Baglanma/Uzama 60°C 1 dakika

Tiim real-time PCR analizlerinde, cDNA i¢ermeyen ve reverse transkritase igermeyen

(sadece su) ornekler negatif kontrol olarak (No-RT) kullanilmistir. Tiim gruplarda, analiz edilen
hedef gen (TLR-9) ve referans genler (B-aktin ve GAPDH) igin ortalama Threshold cycle (Ct)
degerleri hesaplanarak elde edilen Ct degerleri, B-aktin ve GAPDH genleri ile normalizasyon

islemine tabi tutulmuslardir. Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt

(comparative Ct) metodu gruplar arasi farkliliklarin hesaplanmasinda kullanilmigtir. Real-time

PCR analizlerinden elde edilen sonuglarin giivenirligini artirmak amaciyla analizler tim

gruplarda her bir biyolojik replikasyon (Kontrol-R1, R2 ve R3 ve Deneme-R1, R2 ve R3) i¢in

iki defa tekrar edilmislerdir. Bu sekilde tiim gruplarda TLR-9 geni i¢in toplam alt1 analiz (3

biyolojik replikasyon x 2 teknik replikasyon) gergeklestirilmistir.
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3.10. istatistiksel Analizler

Istatistik analizler igin, SPSS paket programi (IBM SPSS Statistics 21.0) kullanilmustir.
Sonuglar, ortalama + Standart Sapma olarak verilmistir. Iki grup karsilastiriimast igin bagimsiz

t-testi uygulanmistir. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Yetiskin Akciger Dokusunun Genel Histolojik Goriintiisii

Sekil 7. Yetiskin akciger dokusunun genel histolojik goriiniimii. Kesitler, Crossman’in {iglii
boyama yontemi ile boyanmuistir.
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4.2. Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde Immunohistokimya ve Immunofloresan

Boyama Yontemiyle TLR-9 Ekspresyonunun Belirlenmesi

Kontrol ve Deneme gruplarina ait yetiskin akciger doku orneklerinde, TLR-9'un
ekspresyon profillerinin belirlenmesi amaciyla immunohistokimya ve immunofloresan boyama
yontemleri  kullanilmistir. Elde edilen sonuglar primer antikor ilave edilmeksizin
gerceklestirilen analizlerde herhangi bir boyanmanin olusmadigini gostermistir. Gerek
immunohistokimya analizlerinden elde edilen sonuglar (Sekil 8A ve Sekil 8B), gerekse
immunofloresan analizlerden elde edilen sonuglar (Sekil 8C ve Sekil 8D), TLR-9'un Kontrol
ve Deneme gruplarinda benzer bir ekspresyon profiline sahip oldugunu gdstermistir. Gerek
immunohistokimya (Sekil 9A), gerekse immunofloresan (Sekil 9B) analizlerden elde edilen
sonuglar, TLR-9'un alveol duvarinda eksprese edildigini gdstermistir. Alveol duvarnin yani
sira, alveol limeninde de immunpozitif hiicrelerin varlig1 saptanmistir (Sekil 10A). Elde edilen
sonuglar, immunofloresan boyama yontemiyle dogrulanmistir (Sekil 10B). Benzer sekilde,
interstisyal alanda damar liimeni ve damar ¢evresinde immunpozitif hiicrelerin varlig tespit
edilmistir (Sekil 11). Her iki grupta da TLR-9'un bazi hava yolu epitel hiicreleri tarafindan
eksprese edildikleri gézlemlenmistir (Sekil 12).

Ardisik kesitlerin TLR-9 ile paralel olarak Tip Il pnémosit hiicre belirteci olan SP-C
primer antikoru (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100) ile boyanmasi sonucu elde edilen
bulgular alveol duvarinda TLR-9 ekspresyonu gosteren immunpozitif hiicrelerin Tip |l
pnomosit hiicreler oldugunu gostermistir (Sekil 13). Benzer sekilde, ardisik kesitlerin TLR-9
ile paralel olarak makrofaj hiicre belirteci olarak kullanilan F4/80 primer antikoru (M-17-R, sc-
26643-R, SantaCruz, 1/100) ile boyanmasi sonucu elde edilen bulgular hava yolunda gézlenen

bu hiicrelerin makrofaj oldugunu gostermistir (Sekil 14).
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Sekil 8. Yetiskin akciger dokusunda immunohistokimya ve immunofloresan boyama yontemi
ile TLR-9 ekpresyonunun belirlenmesi. Kesitler, TLR-9 primer antikoru (NBP2-24729, Novus)
ile muamele edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride) kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile
gergeklestirilmistir (A), (B). Immunofloresan yontemin uygulanmasinda, immunpozitif
hiicrelerin belirlenmesi amaciyla Alexa Fluor 488 (A21127, Invitrogen) sekonder antikoru
kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdekleri DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile boyanmistir (C),
(D). Her iki yontemle elde edilen sonuglar TLR-9’un Kontrol (A-C) ve Deneme (B-D)
gruplarinda benzer bir ekspresyon profiline sahip oldugunu gostermektedir.
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Sekil 9. Yetigkin akciger dokusunda alveol duvarinda TLR-9 ekspresyonu. Kesitler, TLR-9
primer antikoru (NBP2-24729, Novus) ile muamele edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin
belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride) kullanilmistir. Hiicre
cekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile gerceklestirilmistir. Alveol duvarinda
saptanan immunpozitif hiicreler (siyah ok baglar1) kahverengi goriilmektedir (A).
Immunofloresan yontemin uygulanmasinda, immunpozitif hiicrelerin belirlenmesi amaciyla
Alexa Fluor 488 (A21127, Invitrogen) sekonder antikoru kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin
boyamast DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile gergeklestirilmistir. Alveol duvarinda
saptanan immunpozitif hiicreler (beyaz ok baslari) kirmizi, hiicre ¢ekirdekleri ise mavi floresan
renkte goriilmektedir (B).
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Sekil 10. Yetiskin akciger dokusunda alveol liimeninde TLR-9 ekspresyonu. Kesitler, TLR-9
primer antikoru (NBP2-24729, Novus) ile muamele edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin
belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride) kullanilmistir. Hiicre
¢ekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile gergeklestirilmistir. Alveol limeninde
saptanan immunpozitif hiicreler (siyah ok baglar1) kahverengi goriilmektedir (A).
Immunofloresan yontemin uygulanmasinda, immunpozitif hiicrelerin belirlenmesi amaciyla
Alexa Fluor 488 (A21127, Invitrogen) sekonder antikoru kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin
boyamast DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile gerceklestirilmistir. Alveol limeninde
saptanan immunpozitif hiicreler (beyaz ok baslari) kirmizi, hiicre ¢ekirdekleri ise mavi florasan
renkte goriilmektedir (B).
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Sekil 11. Yetiskin akciger dokusunda damar ¢evresi ve damar liimeninde TLR-9 ekpresyonu.
Kesitler, TLR-9 primer antikoru (NBP2-24729, Novus) ile muamele edilmistir. Immunpozitif
hiicrelerin belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride) kullanilmistir.
Hiicre c¢ekirdeklerinin boyanmast Harris hematoksilen ile gerceklestirilmistir. Damar
cevresinde (siyah ok baslar1) (A) ve damar limeninde (siyah oklar) (B) saptanan immunpozitif
hiicreler kahverengi gériilmektedir. Immunofloresan ydntemin uygulanmasinda, immunpozitif
hiicrelerin belirlenmesi amaciyla Alexa Fluor 488 (A21127, Invitrogen) sekonder antikoru
kullanilmigtir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyamast DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile
gergeklestirilmistir. Damar ¢evresinde (beyaz ok baslari) (C) ve damar liimeninde (beyaz oklar)
(D) saptanan immunpozitif hiicreler kirmizi, hiicre g¢ekirdekleri ise mavi floresan renkte
gorilmektedir.
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Sekil 12. Yetiskin akciger dokusunda hava yollarinda TLR-9 ekspresyonu. Kesitler, TLR-9
primer antikoru (NBP2-24729, Novus) ile muamele edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin
belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine tetrahydrochloride) kullanilmistir. Hiicre
¢ekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile gergeklestirilmistir. Hava yolu epitelinde
saptanan immunpozitif hiicreler (siyah ok baslar) kahverengi goriilmektedir (A), (B).
Immunofloresan yontemin uygulanmasinda, immunpozitif hiicrelerin belirlenmesi amaciyla
Alexa Fluor 488 (A21127, Invitrogen) sekonder antikoru kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin
boyamast DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) ile gergeklestirilmistir. Hava yolu epitelinde
saptanan immunpozitif hiicreler (beyaz ok baslari) kirmizi, hiicre ¢ekirdekleri ise mavi floresan
renkte goriilmektedir (C), (D).
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Sekil 13. Yetiskin akciger dokusunda immunohistokimya boyama yontemi ile TLR-9
ekspresyonu gosteren Tip Il pnomosit hiicrelerinin belirlenmesi. Ardisik kesitlerden ilki TLR-
9 primer antikoru (NBP2-24729, Novus) (A), ikincisi ise Tip Il pnémosit hiicre belirteci olarak
kullanilan SP-C primer antikoru (FL-197, sc:13970, SantaCruz, 1/100) (B) ile muamele
edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin  belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride) kullanilmistir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile
gergeklestirilmistir. Alveol duvarinda saptanan ve SP-C ekspresyonu gosteren Tip Il pnomosit
hiicrelerinin (B) TLR-9’u eksprese ettigi gorilmektedir (A).
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Sekil 14. Yetiskin akciger dokusunda immunohistokimya boyama yontemi ile TLR-9
ekspresyonu gosteren makrofaj hiicrelerinin belirlenmesi. Ardigik kesitlerden ilki TLR-9
primer antikoru (NBP2-24729, Novus) (A), (C), ikincisi ise makrofaj belirteci olarak kullanilan
F4/80 primer antikoru (M-17-R, sc-26643-R, SantaCruz, 1/100) (B), (D) ile muamele
edilmistir. Immunpozitif hiicrelerin  belirlenmesinde DAB (3,3 diaminobenzidine
tetrahydrochloride) kullanilmigtir. Hiicre ¢ekirdeklerinin boyanmasi Harris hematoksilen ile
gerceklestirilmigtir. Hava yolunda saptanan ve F4/80 ekspresyonu gosteren makrofaj
hiicrelerinin (B), (D) TLR-9’u eksprese ettigi goriilmektedir (A), (C).
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4.3. Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde Western Blot Teknigiyle TLR-9

Ekspresyonunun Belirlenmesi

Yetiskin akciger doku 6rneklerinde TLR-9 proteinin ekspresyonunu belirlemeye yonelik
yapilan analizler sonucunda hem Kontrol grubunda (Kontrol-R1, Kontrol-R2 ve Kontrol-R3)
hem de Deneme grubunda (Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3) 96-116 kDa araliginda
olan ve TLR-9'a karsilik gelen spesifik bir bandin varligi saptanmistir. Endojen kontrol olarak
kullanilan B-aktin proteininin ekpresyonu, kuyucuklara yiiklenen protein miktarinin esit
oldugunu gostermistir. Dansitometre analizi sonucu elde edilen TLR-9 proteinine karsilik gelen
bant yogunluklari B-aktin ile normalize edilerek hesaplanmistir. Kontrol (Kontrol-R1, Kontrol-
R2 ve Kontrol-R3) ve Deneme (Deneme-R1, Deneme-R2 ve Deneme-R3) gruplarmna ait
normalize degerlerinin ortalamasi ve standart sapmalar1 sirasiyla 1,35 + 0,2995 ve 1,69 +
0,2269 olarak belirlenmistir. Tiim gruplar icin gerceklestirilen normalizasyon islemi sonrasi
yapilan hesaplamalar, Deneme grubunun Kontrol grubuna gore TLR-9 proteinine ait

ekspresyon diizeyinin 1,25 kat arttigin1 gostermistir (p=0,015).
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Sekil 15. Western blot yontemiyle yetiskin akciger doku oOrneklerinde TLR-9 protein
ekspresyonunun belirlenmesi. Western blot islemi sonrasi tiim gruplarda 96-116 kDa araliginda
olan ve TLR-9 proteinine karsilik gelen spesifik bir bandin varlig1 goriilmektedir (A). Endojen
kontrol amaciyla kullanilan f-aktinin hem kontrol hem de deneme grubunda eksprese edildigi
goriilmektedir (A). Normalizasyon islemi sonrasi yapilan hesaplamalar sonucunda, Deneme
grubunun Kontrol grubuna gére TLR-9 proteinine ait ekspresyon diizeyinin 1,25 kat arttigi
goriilmektedir (B). Kontrol ve Deneme gruplari i¢in Arbitrary Unit (a.u.) cinsinden verilen kat
degisim sonuglari, tiim biyolojik replikasyonlar i¢in gergeklestirilen normalizasyon islemleri
sonrasinda elde edilen ortalama kat degisimi degerlerini ifade etmektedir.
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4.4. Yetiskin Akciger Doku Orneklerinden izole Edilen Total RNA Orneklerinin

Kalitesinin Belirlenmesi

Sunulan tez c¢aligmasinda uygun kosullar altinda Kontrol ve Deneme gruplarina ait
yetiskin akciger dokularindan izole edilerek -80 C’de muhafaza edilen total RNA 6rneklerinin
miktarlarin1 ve kalitelerini test etmek amaciyla spektrofotometrik 6l¢timler (MultiskanGo,
Thermo) yapilmistir. Spektrofotometrike 6l¢tim sonuglar1 ve elde edilen total RNA 6rneklerine
ait konsantrasyonu, Azeo, Azso, Aze0/Azs0 Ve [(Az60-As20)/(Azso-Asz0)] degerleri Tablo 8’de

gosterilmistir.

Tablo 8. Tiim gruplara ait RNA 6rneklerinin Azeo, Azso, Aze0/Azso Ve [(Az60-Asz20)/(Az80-Aszz0)]
degerleri.

Ornek No A260 A2s0 Az Az60/A2s0 | (A260-As20) | Konsantrasyon
1(A280-As20) | (ng/ml)
Kontrol-R1 | 0,3910 | 0,1911 | 0.0136 | 2,05 2,15 312
Kontrol-R2 | 0,4829 | 0,2235 | 0,0035 | 2,16 2,18 386
Kontrol-R3 | 0,5658 | 0,2703 | 0,0180 | 2,09 2,17 452
Deneme-R1 | 0,2561 | 0,1280 | 0,0163 | 2,00 2,15 204
Deneme-R2 | 0,3690 | 0,1728 | 0,0035 | 2,14 2,16 296
Deneme-R3 | 0,4038 | 0,1895 | 0,0070 | 2,13 2,17 324

Kaliteleri ve miktarlar1 spektrofotometrik olarak belirlenen total RNA o6rnekleri ayrica,
Redsafe niikleik asit boyasi igeren %1°lik denature agaroz jelde 60V’da 4 saat kosturulmustur.
Agaroz jel elektroforezi sonuglarina gore tiim RNA 6rneklerinde 28S ve 18S rRNA bandlarinda
herhangi bir yikimlanmanin ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan smear’in bulunmadigi ve
28S/18S rRNA oraninin yaklasik olarak 2:1 oraninda oldugu belirlenmistir (Resim 1). Elde
edilen sonuglar RNA oOrneklerinin saf oldugunu ve RNA biitiinliigliniin korundugunu

gostermektedir.
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Resim 1. Total RNA 6rneklerinde 28S ve 18S rRNA bandlarinin agaroz jelde goriintiisii. Her
ornekten 1 pg total RNA %1°lik denature agaroz jelde kosturulmustur. Tiim RNA 6rneklerinde
28S ve 18S rRNA bandlarinda herhangi bir yikimlanmanin ve buna bagli olarak ortaya ¢ikan
smear’in bulunmadigr ve 28S/18S rRNA oraninin yaklasik olarak 2:1 oraninda oldugu

belirlenmistir.

45. Yetiskin Akciger Doku Orneklerinde Real-Time PCR Teknigiyle TLR-9

Ekspresyonunun Belirlenmesi

Yukarida belirtildigi sekilde saflik ve bitiinliigii belirlenmis olan total RNA
orneklerinden cDNA sentezi yapilmis, elde edilen cDNA 6rnekleri real-time PCR analizlerinde
kullanilmigtir. Real-time PCR sonrasi tim 6rneklerde TLR-9 ve endojen kontrol olarak
kullanilan 3-aktin ve GAPHD genlerine ait Threshold Cycle (Ct) degerleri hesaplanmustir. Elde
edilen sonuglar, B-aktin ve GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin tiim gruplarda birbirine son
derece yakin oldugunu, dolayisiyla s6z konusu genlerin gruplar arasinda esit diizeyde eksprese

edildiklerini gostermektedir (Sekil 16 ve Sekil 17).
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Sekil 16. Deneme ve Kontrol gruplarinda -aktin geni i¢in ortalama Ct degerleri.
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Sekil 17. Deneme ve Kontrol gruplarinda GAPDH geni i¢in ortalama Ct degerleri.

Bu sonuglar dogrultusunda normalizasyonlar, endojen referans olarak kullanilan B-aktin
ve GAPDH genleri i¢in ayr1 ayr1 hesaplanmistir. Normalizasyon islemi sonrasi gruplar arasi kat
degisim degerlerinin hesaplanmasinda, Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen
AACt metodu kullanilmistir. Gergeklestirilen tiim analizlerde Kontrol grubu ekspresyon degeri
“1” alinarak Deneme grubuna ait ekspresyon miktar1 Relative Quantification degerleri
tizerinden hesaplanmigtir. Kontrol ve Deneme gruplarinda TLR-9 geni i¢in elde edilen ortalama
Ct degerleri ve standart sapmalar1 sirasiyla 30,91 + 0,46 ve 31,24 + 0,33 olarak belirlenmistir
(Sekil 18).

TLR-9 Ortalama Ct Degerleri

Threshold Cyc

Deneme Kontrol

Sekil 18. Deneme ve Kontrol gruplarinda TLR-9 geni i¢in ortalama Ct degerleri.
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Ilk olarak kat degisimi hesaplamalar1 endojen referans olarak kullanilan B-aktin genine
gore yapilmustir. 3-aktin geninin kullanilmasi1 durumunda elde edilen veriler, Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR-9’a ait mRNA diizeyinin 1,33 kat azaldigimi
gostermistir. Buna karsin, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi
(p>0,05) belirlenmistir. Kontrol ve Deneme grubu arasinda hesaplanan TLR-9 genine ait kat

degisim degerleri Sekil 19°da gdsterilmistir.

Kat Degisim Degerleri
1,2

0,8

0,4

Kontrol

AACt

-0,4
0,8
-1,2

-1,33
-1,6

Sekil 19. Kontrol grubuna ait TLR-9 geninin Deneme grubuna gore kat degisim degerleri.
Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri endojen referans olarak kullanilan (3-aktin geni ile
normalize edilmistir. Normalizasyon islemi sonrasi gruplar arasi kat degisim degerlerinin
hesaplanmasi, Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile yapilmistir.
Kat degisim degeri Kontrol grubu “’1°° olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat
degisimini ifade etmektedir. Kat degisim degeri, <1 bulunan degerler, Kontrol grubuna gore
ekspresyon seviyesinin azaldigini, 1< degerler ise Kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesinin
arttigin1 gostermektedir.

Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri, endojen referans olarak kullanilan GAPDH
genine gore de kat degisimi hesaplamalar1 yapilmistir. Endojen referans olarak GAPDH geninin
kullanilmas: durumunda, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR-9’a ait
mRNA diizeyinin 1,44 kat azaldig1 saptanmistir (Sekil 20). Buna karsin, gruplar arasindaki

farkin istatistiksel olarak anlamli olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.
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Sekil 20. Kontrol grubuna ait TLR-9 geninin Deneme grubuna gore kat degisim degerleri.
Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri endojen referans olarak kullanilan GAPDH geni
ile normalize edilmistir. Normalizasyon islemi sonrasi gruplar arasi kat degisim degerlerinin
hesaplanmasi, Livak ve Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile yapilmistir.
Kat degisim degeri Kontrol grubu “’1”° olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat
degisimini ifade etmektedir. Kat degisim degeri, <1 bulunan degerler, Kontrol grubuna gore
ekspresyon seviyesinin azaldigini, 1< degerler ise Kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesinin
arttigin1 gostermektedir.

Real-time PCR analizlerinde, normalizasyon islemlerinde farkli endojen kontrol
genlerine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasinin kullanilmasi durumunda elde edilen
verilerin giivenilirligini arttig1 ifade edilmektedir (Vandesompele ve ark, 2002). Bu durum géz
Oniine alinarak, f-aktin ve GAPDH kullanilarak gerceklestirilen kat degisim hesaplamalarina
ek olarak B-aktin/GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasina gore de kat
degisim hesaplamalar1 yapilmistir. Elde edilen veriler, endojen referans olarak B-aktin ve
GAPDH genine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasi kullanilmasi durumunda, Kontrol
grubu ile kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR-9’a ait mRNA diizeyinin 1,38 kat azaldigin
gostermistir (Sekil 21). Buna karsin, gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli

olmadigi (p>0,05) belirlenmistir.
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Sekil 21. Kontrol grubuna ait TLR-9 geninin Deneme grubuna goére kat degisim degerleri.
Kontrol ve Deneme grubuna ait Ct degerleri endojen referans olarak kullanilan B-aktin ve
GAPDH genlerine ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasi ile normalize edilmistir.
Normalizasyon islemi sonrasi gruplar arasi kat degisim degerlerinin hesaplanmasi, Livak ve
Schmittgen (2001) tarafindan gelistirilen AACt metodu ile yapilmistir. Kat degisim degeri
Kontrol grubu ’1”° olarak kabul edildiginde Deneme grubundaki kat degisimini ifade
etmektedir. Kat degisim degeri, <l bulunan degerler, Kontrol grubuna gore ekspresyon
seviyesinin azaldigini, 1< degerler ise Kontrol grubuna gore ekspresyon seviyesinin arttigini
gostermektedir.
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5. TARTISMA

UYTE yéntemlerinden in vitro fertilizasyon ve embriyo transferi yontemi ile diinyaya
gelen ve ilk tiip bebek olarak bilinen Louis Brown’un dogumundan (Edwards ve Steptoe, 1978)
giiniimiize kadar gegen siirede, UYTE yontemleri ile diinyaya gelen bebek sayisinin diinya
genelinde 6.5 milyona ulastigi tahmin edilmektedir (Feuer ve Rinaudo, 2017). Bununla birlikte
gelismis iilkelerde UYTE uygulanarak dogan bebekler, gerceklesen dogumlarm %1-4'{inii
temsil etmektedirler (Kondapalli ve Perales-Puchalt, 2013). Diinya niifusunda 6nemli bir yere
sahip olan UYTE uygulamasindan sonra diinyaya gelen cocuklarin saglik durumlar1 hakkinda
giderek artan endiseler, UYTE uygulamalarinin saglik {izerinde etkilerinin arastirilmasi
gerekliligini ortaya ¢ikarmaktadir (Sutcliffe ve Ludwig, 2007). Son yillarda yapilan ¢aligmalar
UYTE uygulamasindan sonra diinyaya gelen bebeklerin, normal gebelikle diinyaya gelen
bebeklere oranla daha fazla saglik riski tasidiklarini gostermektedir (Shevell ve ark, 2006;
Klemetti ve ark, 2006; Basatemur ve ark, 2008; Hediger ve ark, 2013). Ornegin, UYTE
yontemleriyle olusan gebeliklerde, normal gebeliklere kiyasla erken dogum, diisiik dogum
agirlig, konjenital anomaliler, perinatal mortalite ve gebelikle ilgili diger komplikasyonlarin
goriilme olasiliginin daha fazla oldugu belirtilmektedir (Shih ve ark, 2008; Fernando ve ark,
2012; Kondapalli ve ark, 2013). Bununla birlikte, diisiik dogum agirligina sahip bebeklerin
eriskin donemlerinde tip 2 diyabet, hipertansiyon ve kardiyovaskiiler hastaliklar gibi saglik
sorunlarmin gériilme riskinin daha fazla oldugu belirtilmektedir (Barker, 1998). Ayrica UYTE
uygulanarak dogan bebeklerde erken dogum olasilig1 artmakta ve buna bagli olarak erken
dogum ile diinyaya gelmis bebeklerin solunum yolu enfeksiyonlarina karsi daha duyarh
olduklar1 belirtilmektedir (Koivurova ve ark, 2002). Yapilan kohort ¢alismalarinda ise, UYTE
uygulamalari sonucu diinyaya gelen ¢ocuklarda otizm (Fountain ve ark, 2015), astim (Carson
ve ark, 2012), Beckwith-Wiedemann sendromu, Prader-Willi sendromu ve Angelman
sendromu gibi genetik anomaliler (Debaun ve ark, 2003; Weksberg ve ark, 2003; Ludwig ve
ark, 2005), kanser (Killén ve ark, 2010), Serebral palsi (Stromberg ve ark, 2002) ve epilepsi
(Sun ve ark, 2007) gibi hastaliklarin normal gebelik sonucunda diinyaya gelmis bireyler ile
karsilastinnldiginda daha fazla goriildiigiinii oraya koymaktadir.  Arastirmacilar, UYTE
uygulamasindan sonra dogan bebeklerin hastaliklara karsi daha duyarli olmasinin
nedenlerinden birinin, in vitro ortamda gerceklesen UYTE islemlerinden kaynaklanmis
olabilecegini ileri siirmektedirler (Shih ve ark, 2008; Katari ve ark, 2009). Ozellikle UYTE

uygulamalar1 sirasinda, oviilasyon indiiksiyonu amaciyla gesitli ilaglarin kullanilmas,
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gametlerin/embriyolarin in vitro ortamda kiiltiire edilmesi, dondurulmasi ve daha sonra
¢ozdiiriilmesi gibi bir¢ok islem gametlere/embriyolara zarar verebilmektedir (Lu ve ark, 2013).
Dolayistyla in vitro ortamda gamet/embriyolara yonelik yapilan ¢esitli manipiilasyonlar hem
prenatal hem de postnatal olarak fetal gelisimde degisikliklere neden olabilmektedir (Farin ve
ark, 2004). Daha da oOnemlisi, yapilan c¢alismalar dogum O&ncesi olaylarin organlarin
gelisiminde ve islevlerinde kalici degisikliklere neden olabildigini ve bu nedenle yasamin
ilerleyen donemlerinde ¢esitli hastaliklara zemin hazirlayabildigini ortaya koymaktadir
(Barker, 1995; Barker, 1998; Ceelen ve Vermeiden, 2001). Konuyla ilgili olarak Adnan
Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi, Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal1 biinyesinde
Prof. Dr. Levent Karageng tarafindan gergeklestirilen “Farelerde in vitro embriyo kiiltiirii ve
embriyo transferinin fotal akciger dokusunda toll-benzeri reseptorlerin (TLR) ekspresyonu
lizerine etkisi” isimli TUBITAK projesinden (Proje no: 1120259) elde edilen verilere gore, in
vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi ile elde edilen farelerde fotal gelisim geriligi ve
akciger gelisiminin geri kaldigin1 ve buna bagl olarak akciger dokusunda bulanan TLR-9
ekspresyon diizeyinin anlamli olarak azaldigi gosterilmistir. Bu verilerin 1s1g1nda, sunulan tez
caligmasinda in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi yontemiyle elde edilen farelerde
yetiskin donemde akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonu iizerinde herhangi bir etkisinin olup
olmadiginin incelenmesi amacglanmistir.

Akciger dokusu, gaz alig-verisini gerceklestirebilmek amaciyla dis ortama maruz kalan,
viicudun en biiyiik epitelyal yiizeyini temsil etmektedir (Mason ve Nelson, 1992). Canlinin
dogdugu anda aldigi ilk nefesten itibaren akciger dokusu dis ¢evreden gelen patojenik
mikroorganizmalara, allerjenlere ve partikiil halindeki kirleticiler gibi zararli ajanlara maruz
kalmaktadir (Suzuki ve ark, 2008; Saluzzo ve ark, 2017). Bu nedenle yabancit maddelere karst
dokunun steril yapisin1 korumak amaciyla, akciger dokusunda bir¢ok savunma mekanizmasi
aktif olarak rol oynamaktadir. Bu savunma mekanizmalarindan anatomik bariyerler, okstiriik
refleksi, mukosilliyer temizleme gibi non-spesifik faktorler gorev alirken, dogal ve edinsel
bagisiklik sistemi akciger enfeksiyonlarina karist tam bir koruma saglamaktadir (Zaas ve
Schwartz, 2005). Akciger dokusunun savunma mekanizmalariin 6nemli bir parcasi olan dogal
bagisiklik sistemi, patojenle ve yabanci antijenle karsilagtiginda ilk bagisiklik yanitini
dogumdan itibaren olusturabilen ve konagin kendisine ait (self) olan ve kendisine ait olmayan
(non self) antijenik yapilari taniyabilme yetenegine sahiptir (Turul ve Ersoy, 2004; Zaas ve
Schwartz, 2005). Dogal bagisiklik sistemi bu iglevini, mikroorganizmlarin yapisinda bulunan
ve PAMP ad1 verilen evrimleri boyunca korunmus yapilari algilayarak gerceklestirmektedir.

PAMP’lar immun ve immun olmayan hiicrelerin yiizeyinde ya da hiicre i¢i kompartmanlarinda
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yer edinmis ve PRR ailesi iiyelerinden biri olan TLR reseptorleri araciligiyla taninmaktadirlar
(Crack ve Bray, 2007; Thompson ve ark, 2011). Dolayisiyla, TLR'lerin PAMP'lar ile
etkilesimini takiben bir dizi sinyal yolaginin aktive olmasi ile proinflamatuar sitokinler,
kemokinler ve tip 1 interferonlarin iiretimi indiiklenmekte ve patojenlere/yabanci antijenlere
kars1 konak savunma mekanizmasi aktif hale gelmektedir (Olive, 2012). Yapilan ¢alismalar,
bakteriyel ve viral DNA'da bulunan metillenmemis CpG motiflerinin TLR-9 araciligiyla
tanindigim1  gostermektedir (Hemmi ve ark, 2000). Bakteriyel ve viral DNA'daki CpG
motiflerinin siklig1 omurgali hayvanlarin DNA'sina gore daha diisiiktiir ve metillenmemistir.
Dolayisiyla genom yapisindaki bu farklilik, omurgalilarin dogal bagisiklik sisteminin
bakteriyel/viral DNA'y1 kendi DNA'sindan ayirt etmesine ve dolayisiyla bakteriyel/viral
DNA'larla karsilasildiginda tehlike sinyali olarak algilamasina olanak saglamaktadir (Hemmi
ve ark, 2000; Chaung, 2006). Bununla birlikte metillenmemis CpG motiflerini taklit edebilen
ve CpG motifleri igeren sentetik oligodeoksiniikleotitlerin (CpG-ODN) de TLR-9'u
uyarabildigi ve bunun sonucunda IL-12, IL-6 veya TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerin
iiretimini destekledigi bildirilmistir (Verthelyi ve ark, 2002; Krieg, 2007). Ornegin, CpG-
ODN'nin intraperitoneal olarak uygulanmasi sonrasinda normal (wild-type) farelerde akcigerde
yangi sekillendigini, buna karsin TLR-9'dan yoksun (knock-out) farelerde benzer bir yangisal
reaksiyonun ortaya ¢ikmadigi bildirilmistir (Knuefermann ve ark, 2007). Bununla birlikte,
akciger tiiberkiilozunda CpG-ODN'lerin immun uyarici etkisini belirlemek amaciyla yapilan
bir caligmada, Mycobacterium tuberculosis ile enfekte olmus farelerin CpG-ODN uygulamasi
sonrasi akciger dokusunda makrofajlarin ve T hiicrelerinin aktivasyonundan sorumlu olan IFN-
y sitokin konsantrasyonunu arttigi ve buna bagli olarak akciger dokusundaki mikobakteri
olusumunun azaldig1 gosterilmistir (Juffermans ve ark, 2002). Ayrica Bafica ve ark (2005),
fareler ile yaptiklar1 bir ¢alismada TLR9'un Mycobacterium tuberculosis enfeksiyonu sirasinda
mikobakteri kaynakli Thl yanitlarinin diizenlenmesinde Onemli bir rol oynadigini
bildirmislerdir. Literatiirde pek ¢ok ¢alismada TLR-9'un kronik enflamatuvar, otoimmiin ve
enfeksiy6z hastaliklar ile iliskisi oldugu gosterilmistir (Juffermans ve ark, 2002; Krieg ve
Vollmer, 2007; Schneberger ve ark, 2016). Ornegin, Albiger ve ark (2007) tarafindan yapilan
bir ¢alismada, TLR-9 geni bloke edilmis farelerin pnomokokal enfeksiyonlara karsi daha
duyarli olduklar bildirilmistir. Ayrica, Bhan ve ark (2008) akciger enfeksiyonuna neden olan
Legionella pneumophila'nin fare modeli ile gerceklestirdikleri bir ¢alismada, normal fareler
(wild-type) ile kiyaslandiginda TLR-9’dan yoksun (knock-out) farelerde artan mortalite orani
ve akciger dokusunda azalan bakteriyel arindirma (bacterial clearance) ile kendisini gésteren

pulmoner pndmoni enfeksiyonuna karst duyarliligin arttig1 bildirilmistir.
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Yapilan ¢aligmalar, TLR-9'un bakterilerin yan1 sira bazi mantar tiirlerine kars1 da konak
savunmasinda etkin bir rol oynadigi rapor edilmistir (Ramirez-Ortiz ve ark, 2008; Zhang ve
ark, 2010). Ornegin Aspergillus fumigatus’a duyarli fareler (A. fumigatus ile duyarlastirilmas
astim modeli) ile yapilan bir ¢calismada TLR-9'dan yoksun olan farelerin akciger dokusunda
normal (wild type) farelere kiyasla dectin-1 ekspresyonunun daha diisiik oldugu bildirilmistir
(Ramaprakash ve ark, 2009). S6z konusu calismada TLR-9'un dectin-1 ekspresyonunu
etkilemek suretiyle antifungal immun yanitlar1 diizenledigi gosterilmistir (Ramaprakash ve ark,
2009). Yine fungal astim modeliyle yapilan bir diger ¢alismada TLR-9'dan yoksun (knock-out)
olan fareler, normal (wild-type) fareler ile karsilastirilmig ve intranazal CpG uygulamasinin,
normal (wild-type) farelerde Th2 ile iliskili sitokin diizeyini, hava yolu inflamasyonunu ve hava
yolu asir1 duyarliligini 6nemli derecede inhibe ettigi bildirilmistir (Ramaprakash ve Hogaboam,
2009). So6z konusu c¢alismada ayrica CpG tedavisinin akcigerde IL-12 ve IL-10 sitokin
diizeylerini 6nemli dlglide arttirdigr saptanmistir (Ramaprakash ve Hogaboam, 2009). Elde
edilen veriler, antijen kaynakli astimin 6nlenmesinde CpG-DNA'nin TLR-9 araciligiyla
gerceklesen akciger konak savunmasinda 6nemli iglevleri oldugu gostermektedir. Ayrica klinik
oncesi ve klinik arastirmalarda, TLR-9 agonistlerinin, immun stimiilator 6zelliklerinden dolay1
enfeksiydz ve alerjik astim gibi hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi rapor edilmistir
(Kline ve ark, 2008; Beeh ve ark, 2013; Shirota ve Klinman, 2014; Casale ve ark, 2015).

Viral solunum yolu enfeksiyonlar1 hem ¢ocuklari hem de yetiskinleri etkileyen en yaygin
bulasict hastaliklar arasinda yer almaktadir. Virlislerin hizlica taninmasi ve gerekli dogal
bagisiklik yanitinin ve devaminda edinsel bagisiklik yanitinin olusmasi konak savunmasi i¢in
gereklidir (See ve Wark, 2008). Yapilan g¢alismalar DNA viriislerinin TLR-9 tarafindan
tanindigini géstermektedir (Krug ve ark, 2004; Delale ve ark, 2005; Tabeta ve ark, 2004).
Ornegin TLR-9’dan yoksun (knock-out) fareler ile yapilan bir ¢alismada Herpes simpleks
virlisiine yanit olarak tip 1 IFN ve IL-12 iretiminin TLR-9 aracilifiyla gergeklestigi
gosterilmistir (Krug ve ark, 2004). Benzer sekilde, TLR-9'dan yoksun (knock-out) olan
farelerin Ectromelia viriis enfeksiyonuna karsi daha duyarli olduklari bildirilmistir (Samuelsson
ve ark, 2008). Ayrica GuggemoOs ve ark (2008), dentritik hiicrelerin TLR-9'dan yoksun (knock-
out) olan farelerde normal (wild-type) farelere kiyasla Gama-herpes viriis enfeksiyonuna karsi
daha az sitokin (IL-12, IFN-a ve IL-6) iirettigi ve buna bagli olarak TLR-9'dan yoksun farelerde
hem litik hem de latent enfeksiyon boyunca viral yiik miktarmin daha fazla oldugunu
bildirmislerdir. Bununla birlikte Luckhardt ve ark (2011), Gama-herpesviriis-68 (YHV68) ile

iligskilendirilmis pulmoner fibrozis fare modeli ile yaptiklari bir calismada, TLR-9'dan yoksun
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(knock-out) farelerin normal (wild-type) farelere kiyasla viral enfeksiyonlara karsi fibroblastlar
tarafindan salgilanan IFN-b sitokin konsantrasyonunun daha diisiik oldugu bildirilmistir.

Ozet olarak, TLR-9'un bakteriyel, mantar ve viral enfeksiyonlara kars1 konak bagisiklik
sisteminde Onemli bir rol oynadigi agik bir sekilde goriilmektedir. Dolayisiyla TLR-9'un
yapisinda ya da ekspresyon diizeyinde olabilecek degisiklikler, konagin immun yanitini
zayiflatabilmekte ve g¢esitli enfeksiyonlara karsi daha duyarli hale gelmesine neden
olabilmektedir.

TLR-9, agirlikl1 olarak hiicre i¢i endozomlarda eksprese edilmektedir (Latz ve ark, 2004).
Ancak, yapilan ¢aligmalarda TLR-9’un hiicre yiizeyinde de ekspresyon gosterdigi rapor
edilmistir (Eaton-Bassiri ve ark, 2004; Ewaschuk ve ark, 2007). TLR-9 hem immun hiicrelerde
hem de immun olmayan hiicrelerde ekspresyon gostermektedir. Yapilan ¢alismalar farelerde ve
insanlarda bulunan immun hiicrelerden; nétrofillerde (Hayashi ve ark, 2003; Jozsef ve ark,
2004), NK hiicrelerinde (Roda ve ark, 2005), eozinofillerde ( Nagase ve ark, 2003; Mansson ve
Cardell, 2009), mast hiicrelerinde (Ikeda ve ark, 2003; Kulka ve ark, 2004), B hiicrelerinde
(Bernasconi ve ark, 2003; Cognasse ve ark, 2008), T hiicrelerinde (Babu ve ark, 2006;
Cottalorda ve ark, 2006), monositlerde ve alveolar makrofajlarda TLR-9 ekspresyonunun
oldugunu gostermektedir (Suzuki ve ark, 2005; Juarez ve ark, 2010). Ayrica, TLR-9'un immun
sistem igerisinde yer almayan mide epitel hiicrelerinde (Schmausser ve ark, 2004), burun
mukozasinda (Fransson ve ark, 2007), ince bagirsakta bulunan paneth hiicrelerinde (Rumio ve
ark, 2004), fibroblast hiicrelerinde (Fischer ve ark, 2005; Luckhardt ve ark, 2011), kan
plateletlerinde (Cognasse ve ark, 2005; Aslam ve ark, 2006; Thon ve ark, 2012), solunum yolu
epitel hiicrelerinde (Platz ve ark, 2004), vaskiiler endotelde, Tip | pnémosit ve Tip Il pndmosit
hiicreleri tarafindan da eksprese edildigi bilinmektedir (Li ve ark, 2004; Schneberger ve ark,
2013).

Sunulan tez ¢aligmasinda, TLR-9 ekspresyon profilini belirlemek amaciyla
immunohistokimya ve immunofloresan boyama tekniklerinden yararlanilmistir. Elde edilen
sonuglar, Kontrol ve Deneme gruplarina ait yetiskin akciger doku 6rneklerinde TLR-9'un
benzer bir ekspresyon profiline sahip oldugunu gostermistir. Gerek immunohistokimya,
gerekse immunofloresan analizlerinden elde edilen sonuglar, yetiskin akciger dokusunda TLR-
9'un hava yolu epitel hiicrelerinde, damar limeninde, damar g¢evresinde ve alveol duvarinda
eksprese edildigini gostermistir. Alveol duvarinin yani sira, TLR-9-pozitif hiicrelere alveol
limeninde de rastlanmistir. Alveol duvarinda saptanan immunpozitif hiicrelerin
karakterizasyonuna yonelik olarak TLR-9 ve Tip Il pnomosit hiicre belirteci olan SP-C primer

antikoru kullanilarak double-immunofloresan ¢alismalar1 yapilmistir. Ancak, immunofloresan
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yonteminde SP-C primer antikoru ile herhangi bir spesifik boyanma saptanamamistir. Sorunun
giderilmesine yonelik olarak immunohistokimya yontemi ile ardisik kesitlerin TLR-9 ile paralel
olarak Tip Il pnomosit hiicre belirteci olan SP-C primer antikoru ile boyanmasi
gerceklestirilmistir. Ardisik kesitlerin her iki antikor ile boyanmasi sonucu elde edilen veriler,
alveol duvarinda TLR-9 ekspresyonu gosteren bazi immunpozitif hiicrelerin Tip II pnomosit
hiicreler oldugunu goéstermistir. Bu bulgular, TLR-9’un Tip II pnémosit hiicreleri tarafindan
eksprese edildigini gosteren immuno elektron mikroskop c¢alismalardan (Schneberger ve ark,
2013) elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Benzer sekilde, hava yollarinda
saptanan immunpozitif hiicrelerin karakterizasyonuna yonelik olarak TLR-9 ve makrofaj
belirteci olan F4/80 primer antikoru kullanilarak double-immunofloresan ¢alismalari
yapilmistir. Ancak, immunofloresan yonteminde F4/80 primer antikoru ile giiglii bir
background boyamasi goriilmiis, sorunun giderilmesine yonelik olarak yapilan g¢aligmalar
basarisizlikla sonuglanmistir. Bu durum dikkate alinarak, immunohistokimya yontemi ile
ardigik kesitler, TLR-9 ile paralel olarak makrofaj hiicre belirteci olan F4/80 primer antikoru
ile boyanmistir. Elde edilen sonuglar, hava yollarinda gézlenen bazi TLR-9-pozitif hiicrelerin
makrofaj oldugunu gostermistir. Bu bulgular, TLR-9’un gerek insan gerekse farelerde makrofaj
hiicreleri tarafindan eksprese edildigini gosteren ¢alismalardan (Suzuki ve ark, 2005:
Schneberger ve ark, 2013) elde edilen sonuglar ile paralellik gostermektedir. Bununla birlikte,
TLR-9’un s6z konusu hiicreler tarafindan eksprese edildiginin double-immunofloresan yontemi
ile gosterilebilmesine yonelik olarak ¢aligmalarin, Tip II ve alveolar makrofaj hiicrelerine
spesifik farkli belirtegler kullanilarak tekrar edilmesi gerekmektedir.

Yapilan c¢aligmalar, TLR-9'un insanlarda (Schneberger ve ark, 2013), farelerde
(Schneberger ve ark, 2013; Verma ve ark, 2016), domuzlarda (Kuzemtseva ve ark, 2015),
kopeklerde (Schneberger ve ark 2011), sigirlarda (Schneberger ve ark, 2011) ve atlarda
(Schneberger ve ark, 2009) akciger dokusunun ¢esitli hiicreleri tarafindan eksprese edildigini
gostermektedir. Elde edilen veriler, akciger dokusunda TLR-9 eksprese eden hiicrelerin tiirlere
gore farklilik gdsterebildigini gostermektedir. Ornegin, insan akciger dokusunda plazmasitoid
dendritik hiicrelerinin TLR-9'u eksprese ettikleri goriiliirken (Droemann ve ark, 2005) farelerde
ayni hiicrelerin, TLR-9 ekspresyonu gostermedikleri bilinmektedir (Chen ve ark, 2006;
Schneberger ve ark, 2009). TLR-9 ekspresyonu goriilen hiicrelerin tiirler arasinda farklilik
gostermesinin, enfeksiyonlara karsi tiire 6zgii bagisiklik yanitlarinin altinda yatan temel
nedenlerden birisi olabilecegini diisiindiirmektedir (Kuzemtseva ve ark, 2015). Yapmis
oldugumuz literatiir ¢alismalarinda, farelerde in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi

islemlerinin yetiskin akciger dokusunda TLR-9 ekspresyon diizeyi ve ekspresyon profili
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tizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigina dair bir bilgiye rastlanilmamistir. Dolayisiyla
sunulan tez ¢alismasinda, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi ile elde edilen yetiskin
farelere ait akciger dokularinda TLR-9 ekspresyon profilinin belirlenmesi, ileride yapilacak
olan ¢alismalarda 6zellikle in vitro embriyo kiiltiiri ve embriyo transferi uygulamalarinin farkli
tiirlere ait akciger dokusunda TLR-9 ekspresyon profili bakimindan olas1 farkliliklarin ortaya
¢ikarilmasinda 6nemli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Sunulan tez g¢alismasinda, TLR-9’un akciger dokusunda hangi hiicreler tarafindan
eksprese edildigini belirlemeye yonelik olarak immunohistokimya/immunofloresan analizleri
gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, Kontrol ve Deneme gruplarinda TLR-9 ekspresyon
profilinin benzer oldugunu gostermektedir. immunofloresan/immunohistokimya ¢aligmalarina
ek olarak, TLR-9 ekspresyon diizeyinin Deneme ve Kontrol gruplari arasinda farkli olup
olmadigini test etmek amaciyla real-time PCR ve western blot tekniklerinden yararlanilmigtir.
Endojen referans olarak kullanilan B-aktin geninin kullanilmasi durumunda, real-time PCR
yontemiyle elde edilen sonuglar, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda, Deneme grubunda TLR-
9’a ait mRNA diizeyinin 1,33 kat azaldigim1 gdstermistir. Ikinci bir endojen referans olarak
GAPDH geninin kullanilmas1 durumunda ise Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme
grubunda TLR-9’a ait mRNA diizeyinin 1,44 kat azaldig1 goriilmiistiir. Elde edilen verilerin
giivenirligini artirmak amaciyla endojen kontrol olarak kullanilan B-aktin ve GAPDH genlerine
ait Ct degerlerinin geometrik ortalamasimna gore de kat degisim hesaplamalar1 yapilmustir.
Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen veriler, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda Deneme
grubunda TLR-9’a ait mRNA diizeyinin 1,38 kat azaldigini gostermektedir. Buna karsin,
gruplar arasindaki farkin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 (p>0,05) belirlenmistir. Ilerde
yapilmasi diisiiniilen ¢alismalarda, farelerde in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferinin
yetiskin akciger dokusunda dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir unsuru olan TLR-9 geninin
ekspresyon diizeyini belirlemek ve real-time PCR yontemiyle elde etmis oldugumuz verileri
dogrulamak amaciyla ikinci bir test olarak Yeni Nesil Dizileme (Next Generation Sequencing)
analizlerinin de yapilmasinin yararli olabilecegi diisiiniilmektedir.

Real-time PCR analizine ek olarak yetigkin akciger doku o6rneklerinde TLR-9 gen
ekspresyonunun protein (translasyonel) diizeyinde semi-kantitatif olarak saptanmasi amaciyla
western blot analizleri de gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler, Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Deneme grubunda TLR-9 proteinine ait ekspresyon diizeyinin 1,25 kat arttigin
gostermektedir. TLR-9’un mRNA ve protein ekspresyon diizeylerinde saptanan bu farkliligin,
western blot analiz yonteminin real-time PCR yontemi ile kiyaslandiginda daha az duyarli

olmasindan kaynaklanmis olma ihtimali bulunmaktadir. TLR-9 protein ekspresyon diizeyinin,
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ELISA ya da mass spektrofotometri temelli kantitatif proteomiks analiz yontemleri gibi daha
duyarli analiz yontemleri kullanilarak incelenmesinde yarar bulunmaktadir.

Gerek c¢esitli memeli hiicre hatlari, gerekse akciger dokusu da dahil olmak lizere gesitli
dokular kullanilarak yapilan pek ¢ok ¢alisma mRNA ve protein konsantrasyonlari arasinda var
olan korelasyon katsayisinin 0.40 £ -0.06 oldugunu gostermektedir (Chen ve ark, 2002; Maier
ve ark, 2009; Vogel ve Marcotte, 2012). Bir genin ekspresyonu, transkripsiyonel (mMRNA) ve
translasyonel (protein) olmak tizere iki temel diizeyde kontrol altinda tutulmaktadir. Belirli bir
gene ait mRNA molekiiliiniin hangi hiicrede ne miktarda ve ne zaman sentezleneceginin
belirlenmesinde ilgili gen bdlgesinin bulundugu kromatinin yapisi, histon ya da DNA iizerinde
gerceklestirilen cesitli modifikasyonlar, transkripsiyonda rol oynayan tiim faktorlerin
(transcription machinery) miktari/etkinligi son derece 6nemli rol oynamaktadir. Ancak,
Okaryotik hiicrelerde sentezlenen mRNA molekiilleri translasyon oOncesinde 6nemli bazi
degisikliklere ugramaktadirlar. Ornegin, mRNA molekiiliiniin 5’-ucuna kep, 3’-ucuna ise poliA
kuyrugu eklenmekte, splicing ad1 verilen bir islemle intron dizileri ¢ikarilmakta ve geride kalan
exon bolgeleri birlestirilerek olgun bir mRNA molekiilii olusturulmaktadir. Biitiin bu asamalar,
bir gene ait ekspresyon diizeyinin belirli bir seviyede tutulabilmesi i¢in birer kontrol noktasi
olarak islev gorebilmekte ve transkripsiyon sonrasi (post-transkripsiyonel) regiilasyon
mekanizmalarini olusturmaktadirlar. mRNA splicing, mRNA poli-adenilasyonu, mRNA
stabilitesi ve son olarak translasyonun baslatilmasi/devami, post-transkripsiyonel regiilasyon
mekanizmalarinin ana unsurlar1 arasinda yer almaktadir. Dolayisiyla, TLR-9 geninin
ekspresyonuna iliskin olarak transkripsiyonal ve translasyonel diizeyde saptanan farkliligin
ortaya ¢ikmasinda, yukarida sozii edilen post-transkripsiyonal regiilasyon mekanizmalarindan
herhangi birisinin rol oynayip oynamadiginin arastirilmasi gerekmektedir.

TLR'lerin dogal bagisiklik sisteminin aktivasyonunundaki rolii sadece PAMP'lar1 ligand
olarak algilamasina dayal1 degildir ayn1 zamanda 6lmiis ya da 6lmekte olan hiicreler tarafindan
salman ve tehlike sinyali olarak algilanan molekiiler yapilar1 da ligand olarak
algilayabilmektedir (Seong ve Matzinger, 2004). Dolayisiyla TLR'ler PAMP'larin yan1 sira
endojen liganlar ya da DAMP'lar olarak da adlandirilan mikrobik kdkenli olmayan cesitli
molekiiller yapilar tarafindan da aktive edilebilmektedirler (Muzio ve ark, 2012). DAMP'lar,
doku inflamasyonunda, oksidatif streste, nekroz veya homeostazi bozan diger kosullar altinda,
Olmiis veya 6lmekte olan hiicreler tarafindan salgilanmaktadirlar (Yu ve ark, 2010). Sinirlt
olmakla birlikte yapilan ¢alismalar, TLR-9'un endojen ligandinin kromatin-1gG kompleks
molekiilleri oldugunu gostermistir (Leadbetter ve ark, 2002; Barra ve ark, 2005). Ornegin
Leadbetter ve ark (2002), kromatin-lgG kompleks molekiillerinin TLR-9 araciligiyla B
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hiicrelerinin aktivasyonunu sagladigini bildirmislerdir. Bununla birlikte hiicre 6liimiine bagh
olarak serbest hale gecen mitokondriyal DNA’nin (mtDNA) bazi immun hiicrelerde TLR-9
araciligiyla inflamatuvar yanit olusturdugu gosterilmistir (Ding ve ark, 2013; Tsuji ve ark,
2016). Ayrica oksidatif stresin, TLR-9 aracilig1 ile NF-kB'yi aktive edebilecegi de bildirilmistir
(Loomis ve ark, 2017). Konuyla ilgili olarak Adnan Menderes Universitesi, Veteriner Fakiiltesi,
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dal1 biinyesinde Prof. Dr. Levent Karageng tarafindan yapilan
TUBITAK, projesinden (Proje no: 1120259) elde edilen verilere gore, in vitro embriyo kiiltiirii
ve embriyo transferi ile elde edilen farelere ait fotal akciger dokusunda oksidan/antioksidan
dengesinin bozuldugu ve bunun sonucunda fotal akciger dokularinin oksidatif strese maruz
kaldiklar1 gosterilmistir. Benzer bir durumun yetiskin akciger dokusunda da var olup
olmadiginin incelenmesi gerekmektedir. Sunulan tez caligmasinda, Kontrol grubu ile
kiyaslandiginda Deneme grubuna ait yetiskin akciger dokularinda TLR-9 transkript
diizeyindeki azalmanin oksidatif strese bagli olarak ortaya ¢ikmis olma ihtimali bulunmaktadir.
Dolayisiyla, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi ile elde edilen yetiskin akciger
dokularinda TLR-9'a ait transkript diizeyinin azalmasinin, oksidatif stres ve hiicre 6limiiyle ile
ilgili olup olmadiginin incelenmesi gerekmektedir.

Son derece karmasik olan TLR-9 sinyal yolaginda, adaptér molekiil olarak gérev yapan
MyD88'in IRAK ve TRAF-6 molekiilleri ile bir kompleks olusturmakta ve buna bagli olarak
NF-kB ve MAPK aktivasyonu gergeklesmektedir. Bu durum, IL-6 ve IL-12 gibi proinflamatuar
sitokinlerin indiiklenmesiyle sonuglanmaktadir (Wagner, 2002). Yapilan c¢alismalar, CpG-
DNA'in TLR-9 araciligiyla gerceklesen hiicre i¢i sinyal dongiistinde 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir (Takeshita ve ark, 2001; Chuang ve ark, 2002). Ornegin Hemmi ve ark (2000),
in vitro ortamda CpG-DNA ile uyarilmis fare makrofajlari ile yaptiklari bir ¢alismada, TLR-
9'dan yoksun (knock-out) farelerin makrofajlarindaki NF-kB aktivitesinin azaldigini, buna
karsin normal (wild type) farelerin makrofajlarindaki NF-xB aktivitesinin arttigin
bildirmislerdir. Bununla birlikte TLR-9’dan yoksun (knock-out) farelerin makrofajlarinin LPS
(TLR-4%in ligandi) ile uyarimi sonucunda, normal (wild type) farelerin makrofajlarindaki gibi
NF-kB aktivasyonunun ayni seviyede oldugu gosterilmistir. Bu sonuglar, CpG-DNA'nin neden
oldugu NF-kB aktivasyonunun TLR-9'dan yoksun (knock-out) farelerin makrofajlarinda
bozuldugunu ortaya ¢ikarmaktadir. Bununla birlikte, TLR-9, hiicre i¢i sinyal dongiisiinii
harekete gecirip gerekli olan bagisiklik yanitlarini baslatabilmesi amaciyla MyD88-bagimli
sinyal yolagima gereksinim duymaktadir. Ornegin Johnson ve ark (2005) tarafindan yapilan bir
¢alismada, TLR-9'un ligandla etkilesimi sonucunda TLR-9 aktivasyonunun normal farelerin

(wild type) kornea stromasina go¢ eden nétrofil sayisini artirdigini, bunun aksine MyD88 geni
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bloke olmus farelerin kornea stromasina go¢ eden nétrofil sayisinin tamamen durdugunu
gostermektedir. S6z konusu c¢alisma, TLR-9 araciligiyla gerceklesen sinyal dongiisiinde
MyD88-bagimli sinyal yolaginin gerekli oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica MyD88-bagimli
sinyal yolaginda gorev alan TRAF-6 adaptér molekiiliiniin de TLR-9 sinyal dongiisiinde gerekli
oldugu gosterilmistir. Ornegin Gohda ve ark (2004), TRAF-6"dan yoksun (knock-out) farelerde
bulunan makrofajlarin, TLR-9 aracilifiyla gerceklesen NF-xB ve MAPK'larin aktive
olmadigimi ve buna baglh olarak sitokin iiretiminin de gerceklesmedigini bildirmislerdir.
Sunulan tez ¢alismasinda, Kontrol grubu ile kiyaslandiginda in vitro embriyo kiiltiiri ve
embriyo transferi ile elde edilen yetigkin farelere ait akciger dokularinda TLR-9 transkript
diizeyinde saptanan azalmanin yanisira TLR-9 sinyal yolaginda gorev alan molekiilleri de
etkilemis olabilecegi hipotezi goz ardi edilmemelidir. Dolayistyla, in vitro embriyo kiiltiirii ve
embriyo transferinin, yetiskin akciger dokusunda MyD88-bagimli sinyal yolag: ve bu yolakta
gorev alan aktivatorlerden IRAK, IRAK-4, TAK-1, MAPK, JNK, p38 gibi kinazlar, NF-kB
transkripsiyon faktorii ve TRAF-6 gibi adaptor molekiiller iizerinde de herhangi bir etkisinin
olup olmadiginin incelenmesi gerekmektedir.

Yapmis oldugumuz literatiir galismalarinda, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi
islemlerinin yetiskin akciger dokusunda TLR-9 geninin ekspresyonu iizerine herhangi bir
etkisinin olup olmadigina dair bir bilgiye rastlanmamistir. Dolayisiyla, sunulan tez
caligmasinda, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi iglemlerinin yetiskin akciger
dokusunda TLR-9 gen ekspresyonunu degistirdigini gosteren verilerin konuyla ilgili literatiire

Ozgiin ve onemli bir katk: sagladigi diistiniilmektedir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Sunulan tez projesi, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi islemlerinin yetiskin
donemde akcigerde TLR-9 ekspresyonu lizerine herhangi bir etkisinin olup olmadigini test
etmeye yonelik olarak gergeklestirilmistir. Yapilan analizler, farkl diizeylerde olmakla birlikte
TLR-9'un Kontrol ve Deneme gruplarina ait yetigskin akciger dokularinda eksprese edildigini
gdstermistir. Immunohistokimya ve immunofloresan analiz sonuglar;, TLR-9 ekspresyon
profilinin Kontrol ve Deneme gruplarinda benzer oldugunu gostermistir. Elde edilen veriler,
Kontrol grubu ile kiyaslandiginda in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transferi ile olusturulan
Deneme grubuna ait bireylerden elde edilen yetiskin akciger dokularinda, TLR-9 ekspresyonu
tizerine etkili olabilecegini diisiindiirmektedir. Mevcut literatiirde, in vitro embriyo kiiltiirii ve
embriyo transferinin yetiskin akciger dokusunda TLR-9 geninin ekspresyonu iizerine herhangi
bir etkisinin olup olmadigina dair herhangi bir bilgiye rastlanmamistir. Dolayisiyla, sunulan tez
calismasindan elde edilen verilerin konu ile ilgili literatiire 6zgiin ve dnemli bir katki sagladig:
diistiniilmektedir. Bununla birlikte, in vitro embriyo kiiltiirii ve embriyo transfer islemleri ile
elde edilen yetiskin akciger dokusunda TLR-9 ekspresyonuna iliskin olarak saptamis
oldugumuz degisimin herhangi bir immun fonksiyon degisikligine neden olup olmadiginin

incelenmesi gerekmektedir.
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