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POSTNATAL GELIiSiM SURECINDEKI SICANLARIN AKCIGERINDE
TOLL-LIKE 2, 4, 5 VE 9 RESEPTOR PROTEINLERININ

LOKALIZASYONLARI VE EKSPRESYONLARI
OZET

Bu arastirma, patojenleri taniyan reseptorler ailesine ait olan Toll-like reseptor 2, 4, 5 ve 9’un
postnatal gelisim periyodunun neonatal evresi ile eriskin sigan akcigerindekiyerlesimi ve
ekpresyonlarinda olusabilecek degisiklikleri immunohistokimyasal ve western blot analizleri
ile ortaya koymak amaciyla yapildi. Calismada 40 adet neonatal donemin 1., 3., 5., 10. ve 15.
giinlerindeki yavru siganlar ile 5 adet erigkin si¢anlar kullanildi. Dogum sonrasi 1-3. giinler
sakkular, 5, 10 ve 15. giinler ise alveolar periyod olarak tanimlandi. Sakkuler ve alveolar
periyodlardaki sigan akcigerinde TLR2, TLRS ve TLR9’un membransel, sitoplazmik ve
niiklear, TLR4’in ise membransel lokalizasyon gosterdikleri belirlendi. Dogum sonrasi
birinci giinden itibaren TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un akciger dokusunda eksprese oldugu
neonatal siirecte ekSpresyonda herhangi bir degisikligin bulunmadigi saptandi. Eriskin
sicanlardan alinan 6rneklerde ise TLR2, TL5 ve TLR9 ekpresyonunda ¢ok belirgin bir azalma
gozlendi. Bununla birlikte, TLR4’iin akciger lokalizasyonu ve ekSpresyonlarinda yasa bagl
herhangi bir degisikligin bulunmadigi tespit edildi. Sakkular ve alveolar evrelerdeki siganlarin
akcigerlerinde sakkulus/alveol epitel hiicrelerinde, bronsiyollerin epitelinde, fibroblastlar gibi
interstisyel bagdoku hiicrelerinin c¢ekirdeklerinde, ayrica kan damari endoteli ile medya
katmanlarinda ve alveol duvarindaki kapillar damar endotellerinin g¢ekirdekleri ile hiicre
membranlarinda TLR2, TLRS ve TLRY i¢in pozitif reaksiyon gozlendi. Oysa eriskin
akcigerinde alveol duvarindaki ve interstisyumdaki bazi hiicrelerinin g¢ekirdeklerinde bu
reseptorler igin pozitif reaksiyon tespit edildi. TLR4’iin sakkulus ve alveol epiteli ile endotel
hiicrelerinin membranlarinda, bronsiyol epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmalar1 ile apikal
yiizeylerinde pozitif reaksiyon verdigi gozlendi. Sonuglarimiz sigan akcigerinin postanatal

doneme adaptasyonu i¢in prenatal dsnemde TLR’leri ile donatildigini diistindiirmektedir.



THE EXPRESSION AND LOCALIZATION OF TOLL-LIKE RECEPTORS 2, 4,5,
AND 9 IN RAT LUNG DURING THE POSTNATAL DEVELOPMENT PERIOD
ABSTRACT
This study was conducted to demonstrate the possible changes in expression and localization
of Toll-like reseptors 2, 4, 5, and 9 belonging to pathogen recognition receptors family in rat
lung during the neonatal stage of postnatal development period and adult using
immunohistochemical and western blotting techniques. In this study, 40 neonatal rat at 1st,
3rd, 5th, 10th and 15th days of postnatal period and 5 adult rat were used. After birth, the 1st
and 3rd days of neonatal stage is defined as saccular stage, whereas the 5th, 10th and 15th
days is defined as alveolar stage. In rat lungs during the saccular and alveolar periods, it was
determined that TLR2, TLR5 and TLR9 immunoreactivity exhibited membranous,
cytoplasmic and nuclear localization, whereas TLR4 immunoreactivity showed membranous
localization. Following the first day after birth, it was estabilished that TLR2, TLR4, TLR5
and TLR9 signaling is expressed in the lung tissue and the absence of any change in the
expressions of them during the neonatal period. In samples taken from adult rats, it was
observed significant reduction of expressions of TLR2, TLR5 and TLR9. However, the

localization and expressions TLR4 in the lung was not found any change with age.

In the rat lung of saccular and alveolar stage the nuclei and membranes of saccular/alveolar
epithelium, bronchiolar epithelium and interstitial connective tissue cells as well as smooth
muscle cells and endothelium of blood vessels and alveolar capillary endothelium exhibited
for TLR2, TLR5 and TLR9 positive reaction. While in the adult rat lung, some cell nuclei in
the alveolar epithelium and interstitial tissue were positive for these receptors. TLR4
immunoreactivity was found in the membranes of saccular and alveolar epithelial cells as well
as endothelial cells and in the basal cytoplasm and apical surfaces of bronchiolar epithelial
cells. Our results suggest that, for the adaptation to postnatal life, the rat lung was equipped

by TLRs during the prenatal period.
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1. GIRIS VE AMAC

Akcigerler dis ortamla iligkili olan genis ylizeye sahip organlar siralamasinda gastrointestinal
sistemden sonra ikinci sirada yer alirlar. Akcigerler solunum yoluyla gesitli partikiiller,
mikrobiyel ajanlar ve alerjenlerle devamli olarak temas halindedirler. Birgcok mekanik ve
immunolojik mekanizma akcigerlerin enfekte olmasini Onler ve alveolar yapilar1 koruyarak
gaz degisim birimlerinin steril kalmasini saglar.

Dogumdan sonra canlinin yasamasi akcigerin uterusdaki gelisimine, yani olgunlasma
derecesine baglidir. Prenatal donemde yeni dogan akcigerinin gaz degisimi i¢in plasentanin
gorevini devralmaya hazir olmasi gereklidir (Mortola, 2001)Bu nedenle dogum akciger i¢in
kritik bir olaydir ve takiben erken postnatal déonem (neonatal donem) de akciger ve immun
sistemin gelisiminin tamamlanmasi i¢in dinamik bir periyodtur. Birgok memelide neonatal
donemde akciger alveolleri yetiskindeki sayiya heniiz ulagamadigindan ve akcigerin dogal
immun sistemleri yeterli olmadigindan akciger ¢evresel faktorlere karsi oldukca duyarlidir
(Finkelstein and Johnston 2004). Memelilerde erken postnatal gelisim sirasinda akciger
savunma sistemlerinin tehlikede oldugunu gosteren pek ¢ok kanit vardir (Bakker et al. 1998;
Bellanti and Zeligs 1995; Goldman et al. 2004; Jackson et al. 1988; Kojima et al. 1994;
Coonrod et al. 1987; Kurland et al. 1988; Tasat et al. 2003; Weiss et al. 1986; Yeo et al. 1993;
Zeidler and Kim 1985; Zink and Johnson 1984). Dogumdan sonra akcigerlerin patojenlere,
alerjenlere ve toksik maddelere karst adaptasyonu dogal ve kazanilmis immun sistem
komplekslerinin indiiklenmesiyle saglanir (Chen et al. 2010).Yeni doganlarda Th1 tip immun
yanit baskilanirken, Th2 tip immun yanitin gelistigi ve TNF, IFN- a, IFNy, IL-12, IL-1b gibi
Thl tip sitokinler azalirken IL-6, IL-8, IL-10 ve IL-23 gibi Th2 tip sitokinlerin arttig1
bilinmektedir. Ayrica neonatal dénemde complement diizeylerinin diisiik, 16kosit ve
makrofajlarin sayilarinin az oldugu ve fonksiyonlarinin bozuldugu, ¢ogu T hiicrelerinin

fenotip ve fonksiyonlarinin yetersiz oldugu, immunoregiilator sitokin ekspresyonun zayif



oldugu belirtilmektedir (Kollmann et al. 2009; Levy et al. 2004).

Omurgalilarda dogal immdiin yanit patojenlere kars1 savunmanin ilk basamagidir. Patojenlerin
taninmasi, alinmasi ve islenmesiyle gorevli olan dogal immun yanitin en 6nemli bilesenleri
Patojen taniyan reseptorler (Pathogen Recognation Receptor, PRR)’dir. Patojen taniyan
reseptorler tarafindan taninan mikroorganizmalara 6zgiin olan molekiiller“ise patojenle iliskili
molekiiler yapilar (Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP)” olarak adlandirilirlar.
Bakteriyal karbonhidratlar (6rnegin lipoplisakkaritler veya LPS) mannoz, niikleik asitler (6rn.
bakteriyal ya da viral DNA veya RNA), peptidoglikanlar, lipopotekoik asitler, N-
formilmetiyonin, lipoproteinler ve fungal glukanlar bu molekiilleri teskil ederler. Akcigerde
patojen taniyan reseptor olarak surfaktan proteinler (SP-A ve SF-D) ve Toll-like reseptorler
bulunur (Medzhitov and Janeway, 2000). SP-A ve SP-D proteinleri akciger alveollerinde
pnomosit II’ler tarafindan, TLR ise antijen sunan hiicreler tarafindan eksprese edilirler
(Awasthi et al. 2001). TLR’ler farkli patojenlere karsi dogal immun yaniti1 baslatan anahtar
molekiillerdir (Underhill and Ozinsky, 2002).Bu reseptorler ayrica infeksiyona karsi
kazanilmis immun yanit1 da diizenlerler (Pasare and Medzhitov, 2004).Toll-like reseptorler
(TLR) bakteriyal, fungal ve viral patojenler tarafindan tiretilen PAMP’lar1 tanima yeteneginde
olan transmembran proteinlerdir. TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin varliginda immun
sistemi uyarmak, immun sistem hiicrelerinin antimikrobiyal 6ldiirme mekanizmalarini ve
antijen sunma kapasitelerini artirmaktir (Takeda, et al. 2003, Pandey and Agrawal, 2006).
TLR noétrofiller, makrofajlar, lenfositler, dentritik hiicreler, dermal endotel hiicreleri, mast
hiicreleri ve mukoza epitel hiicreleri gibi konak¢1 savunmasinda birincil fonksiyona sahip olan
hiicrelerde bulunurlar (Muzio et al. 2000; Underhill, 2003). Bu hiicreler endotoksin,
peptidoglikan, flagellin ve lipopolisakkarit gibi bakteriyal komponentleri TLR araciligiyla
tanirlar. (Underhill and Ozinsky, 2002; Takeda, et al. 2003). TLR ekspresyonu sadece bu

hiicre tipleri ile siirli degildir; adrenal bez, testis, timus, karaciger, dalak gibi organlarin



yanisira gastrointestinal sistem, trakeya ve akciger gibi dis ortamlarla iliskili olan dokularda
da yiiksek miktarlarda ekspresedirler (Zarember and Godowski, 2002).

TLR proteinlerinin insan ve memeli hayvanlarin akcigerlerinde lokalize oldugu ve ¢esitli
akciger hastaliklarinda akciger ile iliskili immun yanitlarin olusturulmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (Janardhan et al. 2006; Maris et al. 2006; Muir et al. Petrikin et al. 2010;
Schneberger et al. 2009; Schneberger et al. 2011; Sethi et al. 2011; Suri et al. 2006; Sukkar et
al. 2006; Wassef et al. 2004). TLR arasinda TLR2, TLR4 ve TLRS en ¢ok incelenen
reseptorler olup bunlarin akciger dokusundaki ekspresyonlari farkliliklar gostermektedir.
TLR’inden TLR2 mRNA ve proteininin insan akcigerinde alveol epitel hiicrelerinden
pnomosit II ve alveolar makrofajlarda eksprese oldugu rapor edilmektedir(Droemann et al.
2003). Bazal sartlar altinda TLR8 ve TLR9 hari¢ TLR1-10 mRNA’larinin hava yolu diiz kas
hiicrelerinde eksprese oldugu, yine bazal sartlarda TLR4’iin mRNA ekspresyonunun diger
TLR’ne gore oldukga diisiikk diizeyde oldugu, stimule edildiginde de TLR2 ve TLR3’iin
diizeylerinden diisiik oldugu, TLR8 ve TLR9 ekspresyonlarinin ancak Tiimor nekrotik faktor
alfa (TNF-a) tarafindan artirildign bildirilmektedir (Sukkar et al. 2006). Ayrica bazal
sartlardaki hava yolu diiz kas hiicrelerinde, sadece TLR2 ve TLR3 proteinin eksprese oldugu
(Berndt et al. 2007; 2006; Basu and Fenton, 2004; Chaudhuri, et al. 2005; 2007; Janardhan
2006; Wassef et al. 2004; Suri et al. 2006; Sukkar et al. Wassef et al. 2004) belirtilmektedir.
Akcigerde TLR’lerinden TLRS5’in predominant olarak pulmonar ve alveolar epitel
hiicrelerinde eksprese oldugu (Sha et al. 2004) ve flagella stimulasyonundan sonra epitel
hiicrelerinin 6zellikle apikal yiizeyine yerlestikleri (Adamo et al. 2004) bilinmektedir. Ayrica
TLRS5’in kistk fibrozisli akciger dokusunda yanginin azaltilmasinda antienflamatuvar
etkinliginin oldugu ileri siiriilmektedir (Blohmke et al. 2008). TLR’lerinden TLR9 da
akcigerde alveolar makrofajlar, pulmonar intravaskular makrofajlar, notrofil graniilositler

bronsiyal epitel hiicreleri, pndmosit II’ler gibi birgok hiicre tipinde eksprese olmaktadir (Bhan



et al. 2008; Hoppstadter et al.2010;Schneberger et al. 2009; 2011).

Bugiine kadar yapilan g¢alismalarin ¢ogu eriskin hayvan modellerinde akcigerde TLR’nin
rollerinin kesfine odaklanmistir. Fotal gelisim siirecinde TLR’nin fonksiyonu ise heniiz tam
olarak anlasilamamistir. Fare ((Harju et al. 2001), koyun (Meyerholz et al. 2006), insan
(Petrikin et al. 2010) ve Habes maymunu (Awasthi et al. 2008) fotiislerinde yapilan ¢aligmalar
akcigerde TLR’lerin ekspresyonlarinin gebelik yasina bagli oldugunu ve dogum oOncesi
respiratorik infeksiyona bagli olarak degistigini gdostermektedir. Bununla birlikte postnatal
gelisim siirecinde akcigerlerde TLR ekspresyonuna iliskin herhangi bir arastirma
bulunmamaktadir.

Tim bu bilgiler birlikte ele alindiginda yeni doganlarin akcigerinde TLR proteinlerinin
ekspresyonlarinin postnatal yasa bagli olarak degisebilecegi hipotezi akla gelmektedir.

Bu calismanin amaci immunolojik fonksiyonlarin heniiz gelisimlerini tamamlamadig1 periyod
olan neonatal donemdeki sicanlarin akcigerlerinde TLR’lerinden TLR2, TLR4 ve TLRS ve
TLR9’un lokalizasyonlar: ile ekspresyonlarindaki olasi degisikliklerin belirlenerek postnatal
stirece adaptasyonda pulmonar savunma sisteminde hangi TLR proteininin etkin oldugunu

ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGILER
Dogumdan sonra yeni doganin yagsamasi akcigerin uterusdaki gelisimine, yani olgunlasma
derecesine baglidir. Dolayisiyla dogum sonrasi gaz degisimini saglamak lizere yeni dogan
akcigerinin plasentanin gorevini iistelenmesi icin prenatal donemde hazir olmasi gereklidir
(Mortola, 2001). Plasenta prenatal donemde fOtiisiin oksijen gereksinimini saglamakla
gorevlidir. Plasentadaki gaz degisimi akcigerdekinden daha az etkindir. Cilinkii plasentada
minimum difiizyon aralig1 daha biiyiiktiir ve kan-kan bariyerinin gegirgenligi akcigerdeki kan-
gaz bariyerinin gecirgenliginden daha azdir (Carter, 2009). Dogum, akciger i¢in kritik bir
olay olmasina ragmen, akcigerin olgunlasmasi (maturasyonu) insanlarda (Burri, 1984),
siganda (Bakker et al. 1998; Buri, 1974; Burri et al. 1974; Randell et al. 1989; Scheuermann
et al. 1988) ve ¢ogu hayvanda (Jackson et al. 1988; Weiss et al.1986) dogumdan sonra
tamamlanir. Memelilerde akciger gelisimi embriyonik, psdydoglanduler, kanalikiiler, sakkiiler
ve alveoler evre olmak ilizere bes asamada gergeklesir (Tschanz, 2007). Sakkuluslardan
alveollerin sekillendigi alveoler evrede goriilen morfolojik degisiklikler postnatal siirecte
meydana gelir (Barlett, 1970).insanlarda dogumda akciger islevsel olmasina ragmen, eriskin
akcigerinde gaz alig-veriginin birimleri olan alveoller yapisal olarak olgunlagsmamistir. Kalin
ve ¢ift kapilar ag iceren ilkel septumlarla ayrilan alveolar keseciklerden olusan sakkulus
alveolarisler diizgiin duvarlidirlar. Gebeligin 36. haftasindan dogumdan sonras1 36. aya kadar
olan siire¢ akciger gelisiminin alveolar evresi olarak tanimlanir ve bu evrede gaz degisim
yiizeyi biiylik Olclide artar (Burri, 1984). Yeni dogan siganlarda alveol yapisi bulunmaz.
Sicanlar diizgiin duvarli hava kanallar1 ve kalin s1g olan sakkuluslar ile nefes alirlar. Postnatal
yasamin ilk 4 giinii igerisinde birka¢ morfolojik degisiklik meydana gelir. Postnatal yasamin
4.- 7. glinleri arasinda kalin duvarli sekonder septumlarin aniden prolifere olduklar1 goriiliir.
Bu sekonder septumlar primer septumlarda oldugu gibi ¢ift kapillar sistemine sahiptirler.

Dolayistyla siganlarda alveol olusumu dogumdan sonraki 4-10 gilinler arasinda gergeklesir ve
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bu donem insanlarda oldugu gibi gaz degisim yiizeyinin artmasiyla sonuglanir (Weibel,
1967). Gaz degisim yiizeyinin artmasi 13. giine kadar devam eder. Postnatal 10. giinden sonra
bronsiyoller goriilmeye baglar ve 13. giinden 21. giine kadar olan donemde sekonder
septumlar uzayarak incelir. Bunlar i¢indeki ¢ift kapilar ag sistemi tek kapilar aga doniisiir. Bu
degisiklikler akciger hacmindeki artisla beraber seyreder. Fakat interstisyum dahil toplam
doku hacminin yogunlugu azalir. Boylece sicanda dogum sonrasi akciger gelisiminin
dramatik asamasi sona erer (Burri, 1974; Burri et al. 1974; Randell et al. 1989; Scheuermann
et al. 1988).

Akcigerler dis ortamla iliskili olan genis yiizeye sahip organlar siralamasinda gastrointestinal
sistemden sonra ikinci sirada yer alir. Akcigerler solunum yoluyla cesitli partikiiller,
mikrobiyel ajanlar ve alerjenlerle devamli olarak temas halindedirler. Birgok mekanik ve
immunolojik mekanizma akcigerlerin enfekte olmasini onler ve alveolar yapilar1 koruyarak
gaz degisim birimlerinin steril kalmasini saglar.

Bircok memelide erken postnatal donemde akciger alveolleri yetiskindeki sayiya heniiz
ulasamadigindan ve akcigerin hiicresel savunma sistemi yeterli olmadigindan akciger ¢evresel
faktorlere karsi oldukca duyarhidir (Finkelstein and Johnston, 2004). Mukozal bagisiklik
sisteminin olgunlasmasi ve koruyucu bagisiklik kurulmasi bireyler arasinda degismekle
birlikte gebelik siiresi ne olursa olsun genellikle yasamin ilk yilinda tamamlanir (Gleeson and
Cripps, 2004).

Memelilerde mukozal yiizeylerin ana fonksiyonu konake¢i ve dis cevre arasindaki aktif
iletisimi saglamaktir. Intrauterin (prenatal) periyod sirasinda gelisen fotiis bir taraftan
amniyon sivisini yutarken, diger taraftan da atiklarini bu siviya bosaltir. Bu nedenle amniyon
stvisinin bilesimindeki hiicresel ve ¢oziiniir halde bulunan bilesenleri fotiisiin gastrointestinal,
respiratorik ve {iriner sistemine ait olan salgi iiriinlerinin bir yansimasidir. Dogumdan 6nceki

ve ve dogumdan hemen sonraki periyod sirasinda mukozal yiizeyler basta maternal genital
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kanal olmak {izere, takiben dig mikrobiyal flora, besinlerdeki antijenler ve bir dizi diger
cevresel makromolekiillere maruz kalirlar. Postnatal yagamin ilk birkag¢ haftasi i¢inde yeni
doganin karsilastigi mikrobiyal floranin kalitatif ve kantitatif yapisi mukozal ve sistemik
immunolojik homeostazisin saglanmasinda kritik bir rol oynar. Yeni doganlarda mukozal
savunma, mukozal yiizeylerin anatomik biitiinliigii ve bir ¢ok non-spesifik bariyerler ile dogal
ve kazanilmis immun yanitlar1 igerir. Mukozal immun savunmanin fonksiyonel olgunlugu
postnatal ¢evereye maruz kaldiktan sonra artar. Mukozal bariyerlerin fonksiyonel
olgunlugunu etkileyen faktorler arasinda yeni doganin gebelik yasi, genetik etmenler,
mukozal epitelin biitiinliigii, néropeptidler, miisin, trefoil faktorler, defensinler ve konakci
tarafindan indiiklenen koruyucu petidler bulunur (Levy, 2007) Bu komponentler dogal ve
kazanilmis immun fonksiyonlarin 6zglin mekanizmalarinin ~ gelisimiyle tamamlanir
(Medzhitov and Janeway 2000). Dogal mukozal immunitenin 6nemli bir agsamast olan
potansiyel patojenik mikroorganizmalarin taninmasi, Toll-like reseptdrlerini (TLR) de igine
alan patojenleri taniyan reseptorler (Pathogen Recognation Receptor, PRR) olarak bilinen
hiicresel reseptorler sinifinin 6nemli bir fonksiyonudur. Konakg¢iya ait olan bu hiicresel
reseptOrler egsiz ve korunmus patojenler ile diger mikroplarla iliskili molekiiler yapilar
(Pathogen Associated Molecular Pattern, PAMP) tanimak tiizere tasarlanmislardir (Armant and
Fenton, 2002).

TLR’leri farkli patojenlere karsi dogal immun yanit1 baslatan anahtar molekiillerdir Pandey
and Agrawal, 2006).Bu reseptorler ayrica infeksiyona karst kazanilmis immun yaniti da
diizenlerler (Pasare and Medzhitov, 2004).Toll-like reseptorler (TLR) bakteriyal, fungal ve
viral patojenler tarafindan tretilen PAMP’lar1 tanima yeteneginde olan transmembran
proteinlerdir. TLR’in fonksiyonu mikroorganizmalarin varliginda immun sistemi uyarmak,
immun sistem hiicrelerinin antimikrobiyal 6ldiirme mekanizmalarini ve antijen sunma

kapasitelerini artirmaktir (Takeda et al. 2003; Takeda and Akira, 2005).
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TLR, IL-1R siiper ailesinin bir iiyesi olup amino asit siralarinda benzerlikler ve intraselliiler
sinyallerine gore bes alt aileye ayrilir: TLR2, TLR3, TLR4, TLR5 ve TLR9’dur. TLR2 alt
ailesi TLR1, TLR2, TLR6 ve TLR10’dan olusur. TLR9 alt ailesi ise TLR7, TLR8 ve
TLR9’dan olusmaktadir (Armant and Fenton, 2002). TLR ailesinin farkli tiyeleri aktive edilen
hiicre tipine bagl olarak, tiimor nekrozis faktor-o (Tumor Necrosis Factor-a , TNF-a) ve
interloykinleri (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12) igeren sitokinler, semokinler ve effektér molekiiller
(CD80, CD86 ve CD40) gibi ¢esitli proinflamatuvar molekiillerin iiretimine neden olarak
dogal ve adaptif immun sistem arasinda bag kurarlar (Werling and Jungi 2003; Pasare and
Medzhitov, 2004).

Insanlarda 11 adet TLR tipi tanimlanmistir ve bu reseptdrler koyun harig fare, tavuk, domuz,
sigir, kedi ve kopek gibi gesitli tiirlerde klonlanmistir. TLR1-9 fare ve insanda homolog
oldugu halde, insan genomu TLR10’a sahiptir, fakat TLR11, 12 ve 13 bulunmaz. Oysa fare
genomu TLR11, 12 ve 13’e sahiptir, ancak TLR10 icermez (Armant and Fenton, 2002).
Bakteriyal ve diger mikrobiyal hiicre duvar1 komponentlerini tantyan TLR1, 2, 4, 5 ve 6 ve 10
hiicre yiizeyinde bulunurken, bakteri ve viruslarin niikleotid komponentlerini tantyan TLR3,
7, 8 ve 9 sitoplazmik organellerde 6zellikle de endozomlarda intraselliiler olarak bulunur
(Dunne and O’neill 2005). TLR nétrofiller, makrofajlar, lenfositler, dentritik hiicreler, dermal
endotel hiicreleri, mast hiicreleri ve mukoza epitel hiicrelerini i¢ine alan konakgi
savunmasinda birincil fonksiyona sahip olan hiicrelerde bulunurlar (Muzio et al. 2000;
Underhill 2003).Bu hiicreler endotoksin, peptidoglikan, flagellin ve lipopolisakkarit gibi
bakteriyal komponentleri TLR araciligiyla tanirlar. (Underhill and Ozinsky, 2002; Takeda, et
al. 2003). TLR ekspresyonu sadece bu hiicre tipleri ile sinirli degildir; adrenal bez, testis,
timus, karaciger, dalak gibi organlarin yanisira gastrointestinal sistem, trakeya ve akciger gibi
dis ortamlarla iliskili olan dokularda da yiiksek miktarlarda ekspresedirler (Zarember and

Godowski, 2002).

13



TLR’inden TLR2 mRNA ekspresyonu, beyin, akciger, kas, kalp ve dalak gibi dokularda
gozlenirken en c¢ok da periferal kan lokositlerinde Ozellikle de myelomonositik orijinli
olanlarinda incelenmistir. Gram-negatif ve Gram-pozitif bakterilere maruz kalindiginda TLR2
MRNA ekspresyonu artar (Zarember and Godowski, 2002). TLR2, TLR1 ve TLR®6 ile birlikte
ve daha nadir olarak da TLR10 ile (Barton and Medzhitov 2002) heterodimerler olusturur.
Gram-pozitif bakteriler (PGN, LTA, lipoprotein), Gram-negatif bakteriler (lipoprotein),
mantarlar (zymosan) sentetik lipoprotein, mikobakteriler [LAM (lipidden zengin
mikobakteriyal hiicre duvarimin major bir immunstimulatér komponentidir)], spiroketlere ait
lipopolisakkarid (LPS), glikolipid ve glikoprotein gibi patojenle iliskili molekiiler yapilari
tanir. TLR2/TLR6 heterodimeri LTA, TLR2/TLR1 heterodimeri bakterilerin hiicre duvarinin
triagil lipoprotein/peptidlerini, TLRI1/TLR6 ise mikoplazmanin diagil lipoproteinlerin
taninmasindan sorumludur (Takeda et al. 2002). TLR2 vasitasiyla bakteriyal lipoproteinler
pro-inflamatuvar sitokin IL-1B prekiirsoriiniin sentezini indiikler. Bakteriyal lipoproteinler
ayn1 zamanda TLR2 yoluyla kaspaz 1’1 aktive ederek IL-1p sekresyonuna ve proteolizisine
neden olur(Aliprantis et al. 2000). 84 kDa molekiiler agirliginda olan TLR2, ayn1 zamanda
kizamik virusu, insan sitomegalivirus, hepatit C virusu gibi viruslar1 da tanima yetenegine
sahiptir (Barton and Medzhitov, 2002).

Memelilerde TLR ailesinin ilk tespit edilen iiyesi olan TLR4’iin, LPS’e baglanmasi iizerine
pro-inflamatuvar NF-xB yolagmi baslattig: gosterilmistir. in vivo TLR4 mRNA, en yiiksek
seviyede dalakta ve periferal kan 16kositlerinde (B-lenfositler, dendritik hiicreler, monositler,
makrofajlar, granulositler ve T-lenfositler) eksprese edilmektedir (Medzhitov et al. 1997).
Diger ¢alismalar ise TLR4’{in sadece myelomonositik hiicrelerde eksprese edildigini ve en
yiiksek miktarda da mononiiklear hiicrelerde bulundugunu ileri stirmektedir (Zarember and
Godowski 2002).TLR5 ile TLR4 kompleksi respiratorik sinsityal virus, hepatit C virusu ve

fare meme tiimor virusu gibi viruslari; fibrinojen, fibronektin, surfaktan protein A ve B-
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defensinler gibi endojen ligandlar1 da tanima kapasitesine sahiptir (Barton and Medzhitov,
2002). 90 kDa molekiiler agirhiginda olan TLR4, yangisal bolgelerde iiretilen fibronektinin bir
bagska bigimidir. Bazt TLR dogal immun ligandlarina direkt baglanirken, TLR4 gibi
reseptorler bu islem icin yardimci molekiillere ihtiyag duyarlar. TLR4, sadece ikinci bir
polipeptid olan MD-2 varliginda LPS’lere cevap verir. Bu molekiil TLR4’iin ekstraselliiler
domainine baglanir ve LPS’in lipid igeren bolgesine TLR4’iin baglanmasini saglar. Biitiin
bakterilerde bulunmayan LPS formlarina cevap ikinci bir yardimci molekiil varliginda artar.
CD14 olarak adlandirilan bu molekiil monosit, makrofaj ve nétrofiller tarafindan eksprese
edilen bir membran proteinidir. CDI14 molekiiliniin gorevi LPS-baglayan protein
(Lipopolysaccaride Binding Protein, LBP) olarak adlandirilan bir serum lipid transfer
proteinden LPS’1 kabul eder. Lipidlerin ¢ogunda oldugu gibi LPS de ¢ok kii¢iik miktarlarda
hiicrelerden salgilanir. Dogal immun sistem hiicreleri tarafindan LPS’in taninmasinda bu
nedenle LPS monomerlerinin ekstraksiyonunu saglayan bir mekanizmaya ihtiya¢ duyulur. Bu
durum lipid baglayan alanlarinda bulunan diger lipidlerden LPS monomerlerini ayiran LBP’in
gorevidir ve daha sonra bu protein LPS monomerlerinin CD14’e transfer edildigi hiicrelere
tasir. CD14 de bu monomerleri TLR4-MD2 komplesine sunar. CD14’iin genetik olarak
bulunmamasi veya monoklonal antikorlar tarafindan fonksiyonunun engellenmesi, LPS’e
kars1 makrofajlarin ve nétrofillerin duyarliligini azaltir. Buna ragmen bazi bakterilerde
bulunan LPS’ye kars1 hala bir cevap olusabilir. CD14, Mycobacterium tuberculosis’in LAM
ve Gram-pozitif bakterilerin LTA gibi diger bakteriyel hiicre duvari bilesenlerine de cevap
gelistirebilir (Shimazu et al. 1999, Gluck et al. 2001).

TLR4’lin subselliiler lokalizasyonu makrofajlarda ve intestinal epitel hiicrelerinde farklidir.
Makrofajlarda TLR4, hiicre ylizeyinde eksprese edilirken liganda baglanmasini takiben
internal pozisyona geger. Buna karsin epitel hiicrelerinde Golgi aygitinin yaninda bulunur

(Hornef et al. 2002).
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Ovaryum, prostat ve periferal kan lokositlerinde, en yiiksek seviyede de monositlerde
eksprese edilen (Rock et al. 1998)TLR5 mRNA ekspresyonu, hem Gram-negatif hem de
Gram-pozitif bakterilere maruz kalindiginda artar. TLRS, 91 kDa molekiiler agirliginda
homodimer formda bulunmakla birlikte TLR4 ile heterodimer de olusturabilir ve flagellal
bakterilerin flagellin proteinini tanir (Hayashi et al. 2001; Andersen-Nissen et al. 2005).
TLR5’in flagellin ile baglanmas1 sonucu TNF-o gibi inflamatuvar sinyal olusur. In vitro
yapilan c¢aligmalar TLR5’in Gram-negatif bakterileri tanimada epitel hiicrelerinin major bir
sensOrii oldugunu, intestinal ve korneal epitel hiicrelerinde NF-«xB ve proinflamatuvar gen
aktivasyonuna Onciiliik eden anahtar sinyal yolaklarini aktive ettigini ortaya g¢ikarmustir.
TLR2, TLR4 ve TLR6 bir¢ok farkli mikrobiyal ajana cevap verebilirken, TLR5 ve TLR9 tek
bir yapiy1 spesifik olarak taniyan reseptorlerdir (Underhill and Ozinsky, 2002).

TLR9 116 kDa molekiiler agirliginda olup, TLR7 ve TLRS ile yakindan iliskilidir. In vivo
TLR9 mRNA dalak, iskelet kasi, lenf diiglimii, kemik iligi ve periferal kan 16kositlerinde,
ozellikle de B-lenfositler ve dendritik hiicrelerde ekspresedir (Chuang and Ulevitch, 2000).
TLRY homodimer formda bulunur; bakteriyal ve baz1 viral niikleik asitlerde bulunan non-
metilli deoksisitidil-fosfat-deoksiguanozin (CpG) diniikleotidleri tanir (Hemmi et al. 2000).
Metillenmemis DNA’y1r iceren PAMP’larin  bulundugu lizozomik ve endositik
kompartimanlarda intraselliiler olarak bulunur.Diger TLR’i hiicre yiizeyinde eksprese
edilmesine karsin, TLR9 (TLR3, TLR7 ve TLR8 dahil) bir intraselliiler reseptordiir.

TLR proteinlerinin insan ve memeli hayvanlarin akcigerlerinde lokalize oldugu ve cesitli
akciger hastaliklarinda akciger ile iliskili immun yanitlarin olusturulmasinda rol oynadigi
bilinmektedir (Janardhan et al. 2006; Maris et al. 2006; Muir et al. Petrikin et al. 2010;
Schneberger et al. 2009; Schneberger et al. 2011; Sethi et al. 2011; Suri et al. 2006; Sukkar et
al. 2006; Wassef et al. 2004).

Akcigerdeki bronsiyal ve alveolar epitel hiicrelerinin, makrofajlar ve nétrofil grantilositler ile

16



dentritik hiicrelerin hiicrelerin TLR’ini eksprese ettikleri ve TLR ekspresyonlarinin hayvan
tiirlerine gore farklilik gosterdigi gesitli ¢alismalarla ortaya konmustur (Droemann et al. 2003;
Basu and Fenton, 2004; Sha et al. 2004; Wassef et al. 2004; Chaudhuri et al. 2005; 2007,
Berndt et al. 2007; Janardhan et al. 2006; Suri et al. 2006; Sukkar et al. 2006; Bhan et al.
2008; Schneberger et al. 2009; 2011; Hoppstadter et al. 2010). Primer brons epitel hiicreleri
TLR1-10 mRNA’larim1 eksprese eder ve ¢esitli TLR ligandlarina yanit olarak kemokin
CXCLS8 (IL-8) salgilarlar. Keza akciger epitel hiicre kiiltiirlerinde de TLR2, TLR3, TLR4 ve
TLR5 mRNA ve proteinlerinin eksprese oldugu bilinmektedir (Sha et al.2004). Muir ve
arkadaslar1 normal ve kistik fibrozisli akcigerlerde respiratorik epitel hiicrelerinin TLR1-10
mRNA’larin1 eksprese ettiklerini, konfokal mikroskopik incelemelerde TLR2 proteininin bu
hiicrelerin apikal ylizeyinde, oysa TLR4 ve TLRS5’in bazolateral yilizeylerinde bulunduklarini
gostermislerdir (Muir et al. 2004).

Primer brons epitel hiicrelerinde TLR’inden 6zellikle TLR2, TLR3, TLRS ve TLR6’nin
yiiksek diizeyde eksprese oldugu bildirilmektedir. Oysa TLR2 agonisti (zymosan A ve PGN),
TLR4 agonisti (LPS) ve TLRS agonisti (flagellin ) ile epitel hiicreleri aktive edildiklerinde
epitelin fonksiyonal TLR2, TLR3, TLR4 ve TLRS5’i eksprese ettikleri belirtilmektedir (Sha et
al. 2003). TLR’inden TLR2 mRNA ve proteininin insan akcigerinde alveol epitel
hiicrelerinden pnomosit II ve alveolar makrofajlarda eksprese oldugu (Droemann et al. 2003),
bazal sartlar altinda ise TLR8 ve TLR9 hari¢ TLR1-10 mRNA’larininhava yolu diiz kas
hiicrelerinde eksprese oldugu rapor edilmektedir. Yine bazal sartlarda TLR4’iin mRNA
ekspresyonunun diger TLR’ne gore oldukga diisiik diizeyde oldugu, stimule edildiginde de
TLR2 ve TLR3’lin diizeylerinden diisiikk oldugu, TLR8 ve TLR9 ekspresyonlarinin ancak
Tiimor nekrotik faktor alfa (TNF-a) tarafindan artirildigi bildirilmektedir. Ayrica bazal
sartlarda hava yolu diiz kas hiicrelerinde, sadece TLR2 ve TLR3 proteinin eksprese oldugu

belirtilmektedir (Sukkar et al. 2006).
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Saglikli mandalarin akcigerinde TLR4’iin alveolar septumlarda, hava yolu epitellerinde ve
biiyiik kan damarlarinin endotelinde lokalize oldugu, TLR9 ekspresyonun da TLR2’iinkine
benzedigi ancak TLR9’un arter ve venlerin endotelinde eksprese olmadigi bildirilmektedir.
Normal akcigere kiyaslandiginda Pasteurella multocida ile efekte edilmis manda
akcigerlerinde TLR9 ekspresyonun arttigi, TLR4 ekspresyonunun ise degismedigi veya
azaldig1 ifade edilmektedir (Sethi et al. 2011). Saglikl at akcigerinde TLR2’nin bulunmadig,
TLR4’lin septumlarda biiyiik kan damarlarmin endotelinde, alveolar makrofajlarda ve
brnsiyoler epitelin bazal membrani ile intravaskiiler makrofajlarda lokalize oldugu rapor
edilmektedir (Suri et al. 2006). Sigir, domuz ve kopek akcigerinde ise TLR4’ilin bronsiyolar
epitelde, pulmonar monosit ve makrofajlarda, intravascular ve alveolar makrofajlarda, biiyiik
kan damarlarinin endotelinde eksprese oldugu bildirilmektedir (Wassef et al. 2004).

Akcigerde TLR’lerinden TLR5’in predominant olarak pulmonar ve alveolar epitel
hiicrelerinde eksprese oldugu (Sha et al. 2004) ve flagella stimulasyonundan sonra epitel
hiicrelerinin 6zellikle apikal yiizeyine yerlestikleri (Adamo et al. 2004) bilinmektedir Ayrica
TLRS5’in kistik fibrozisli akciger dokusunda yanginin azaltilmasinda antienflamatuvar
etkinliginin oldugu ileri siiriilmektedir (Blohmke et al. 2008). Insanda alveolar makrofajlarin
TLR3, TLRS ve TLR9’u diisiik diizeylerde, TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 ve TLRS8’i yiiksek
diizeyde eksprese ettikleri gosterilmistir (Maris et al.2006; Hoppstadter et al.2010). Akciger
endotel hiicreleri sistemik LPS uygulamasini takiben notrofillerin toplanmasi ve kapilarla
bagka yerlere taginmasi i¢in gerekli olan TLR4’ii eksprese ederler (Andonegui et al.2003).
Akciger damarlarinda yerlesen notrofiller LPS’ye yanit olarak TLR1, TLR2, TLR4, TLRS ve
TLR9’u eksprese ederler (Koller et al. 2008). Fare ve insan akcigerinde anatomik
yerlesimlerine ve yiizey belirteg ekspresyonlarma gore dentritik hiicrelerin alt tipleri
saptanmistir (GeurtsvanKessel and Lambrecht, 2008; Wikstrom and Stumbles, 2007). TLR

ligasyonu ile aktive olan akciger dentritik hiicreleri dogal ve kazanilmis bagisikli arasindaki
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kopriiyli saglamayan askerler olarak rol oynarlar.  Akcigerdeki damarlarda bulunan
plasmacytoid dentritik hiicreler (pDCs) alerjik yanit1 baskilayan TLR7 ve TLR9’ u yiiksek
diizeylerde eksprese ederler ve diizenleyici akciger dentritik hiicreleri ise T hiicrelerinin
diizenlenmesine neden olurlar (Plantinga et al. 2010). Ozellikle, baz1 durumlarda hiicrelerde
TLR transkripsiyon seviyesi fonksiyonel yanitlar ile iliskili degildir (Hoppstadter et al.2010;
Maris et al. 2006). Ornegin, LPS veya mikobakteriyel DNA ile stimiilasyon sonrasinda, insan
alveolar makrofajlar1 yiiksek diizeylerde inflamatuvar sitokin TNF-a {retirler, oysa
interstisyel makrofajlar interstisyel makrofajlar TLR mRNA’larin aymi diizeyde iiretirken
immunregiilator sitokin IL-6 ve IL-10 ‘u yiiksek iretirler (Hoppstadter et al.2010). Sonug
olarak 6rnegin LPS ile stimule edilmis monositler tarafindan salgilanan IL-1f yoluyla aktive
olan hava yolu diiz kas hiicrelerinde oldugu gibi, akciger dokusundaki hiicreler TLR duyarl
lenfoid hiicreler ile etkilesim yoluyla aktive olabilirler (Morris et al. 2005). Bu nedenle
akcigerde TLR ligandlarina yanit verme yerlesik ve infiltre olan hiicrelerin isbirligi ile
sekillenir.

TLR’lerinden TLR9’un genel olarak akcigerde alveolar makrofajlar, pulmonar intravaskular
makrofajlar, nétrofil grantilositler bronsiyal epitel hiicreleri, pnomosit II’ler gibi birgok hiicre
tipinde eksprese olmaktadir (Bhan et al. 2008; Schneberger et al. 2009; 2011; Hoppstadter et
al.2010). Saglikli mandalarin akcigerinde TLR9 ekspresyonunun septal makrofajlarda oldugu
gibi alveolar septumlarda zayif eksprese oldugu, hava yolu epitellerinin de zayif boyandigi
vaskuler endotelin ise c¢ogunlukla negatif oldugu, oysa damarlardaki monositlerde TLR9
ekspresyonunu n kuvvetli pozitif oldugu ifade edilmektedir (Sethi et al. 2011).

Fotal gelisim siirecinde TLR’nin fonksiyonu heniiz tam olarak anlasilamamustir. Insan
fotiislerinde sadece TLR2’nin akciger gelisiminin erken psdydoglandular evresinden
kanalikiiler evresine gegiste gelisime baghh olarak eksprese oldugu, fakat TLR4

ekspresyonunun degismedigi saptanmistir (Petrikin et al. 2010). Farelerdeki ¢alismalar TLR2
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ve TLR4 ekspresyonlarinin gebeligin 14-15. giinlerinde (insanda gebeligin 30. haftasina
karsilik gelmektedir) goriilmedigi, fakat prenatal gelisimin devaminda ve dogumdan sonra
birka¢ kat arttigin1 géstermektedir (Harju et al. 2001). Koyun f6tiislerinde TLR2 ve TLR4
MRNA ekspresyonlar: farklidir. TLR4 mRNA akciger parensiminde, epitelde, mezensimde ve
yangi hiicrelerinde uniform olarak eksprese olurken, intraamniotik LPS injeksiyonu
sonrasinda belirgin bir atis goriiliir. Oysa TLR2 mRNA parensimde diisiik diizeydedir,
intraamniotik LPS injeksiyonu sonrasinda yangi hiicrelerindeki TLR mRNA ekspresyonunda
belirgin bir atig goriiliir. Yangi hiicrelerinde TLR4 ekspresyonundaki artis TLR2 mRNA

ekspresyonundaki artistan daha carpict degildir (Hillman et al.2008).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. DOKU TEMINI VE HAZIRLANMASI

3.1.1. Doku Temini

Bu calismada Erciyes Universitesi deney hayvanlari merkezinde yetistirilen eriskin disi
siganlardan elde edilen yeni dogan yavru sicanlar ile ayrica disileri ¢iftlestirmek amacli olarak
eriskin erkek si¢anlar kullanildi. Disi siganlardan vaginal smearlar sabah 09.00-10.00 saatleri
arasinda alinarak Ostrus siklusu belirlendi ve 0Ostrusdaki disi sicanlar erkek sicanla
ciftlestirildi. Vaginal smearde ilk spermiyumlarin goriildiigii giin gebeligin birinci giinii olarak
degerlendirildi. Gebeligin 20. giiniinden itibaren dogumlar izlendi ve dogum sonrasi anne
sicanlarin yavru sicanlart bakim ve besleme islemlerini gerceklestirmesine izin verildi.
Dogumun 1. (Grup 1), 3. (Grup Il), 5. (Grup I1), 10. (Grup III), 15. (Grup IV) giinlerinde olan
yavru sicanlar annelerinden ayrildi. Daha sonra yavru sicanlarin anestezi altinda
(Xylazine(2mg/kg)- ketamin hydrochloride (15 mg/kg)) akciger dokular1 alind1 ve hayvanlar
kanlar1 bosaltilarak 6tenazi edildi. Her giin icin 8’ser adet olmak iizere 40 adet yavru sicandan
ayrica 5 adet eriskin sicandan alinan akciger dokulart Western blot ve immunohistokimyasal
yontemle degerlendirilmek iizere islendi. Western blot Analizi icin akciger ornekleri
aliiminyum folyolar igerisinde sarili olarak likit nitrojende —196 C”’de hemen donduruldu ve

analiz yapilana kadar -80 C®’lik bir derin dondurucuda saklandi.

3.1.2. immunohistokimya teknigi icin doku hazirlanmasi

Her bir hayvandan alinan akciger 6rnekleri formol-alkol soliisyonunda 24 saat siireyle tespit
edildikten sonra %96 ve %100’liik alkol serilerinde 1’er saat tutularak dehidrasyon
isleminden gecirildi. Daha sonra metil benzoat ve benzol soliisyonlarinda seffaflastirma islemi
yapilarak parafinde bloklandi. Bu parafin bloklardan Leica RM 2125 rotary miktomu ile

belirli araliklarla 5 mikron kalinliginda kesitler alind1 ve her birinde en az 4 kesit i¢eren 5 seri
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preparat hazirlandi. Preparatlarin birinci serisi genel yapiy1 belirlemek amaciyla Crossman’in

ticlii boyamasi ile diger serileri ise TLR ’nin lokalizasyonlarini belirlemek i¢in ise Streptavidin

Biotin Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz yontemi ile boyandi.

3.1.3. Western Blot teknigi icin doku hazirlanmasi

3.1.3.1. Lizat hazirlama

Aliiminyum folyo i¢ine alinan ve sivi nitrojende (-196°C) dondurulan akciger 6rneklerinden

su sekilde lizatlar hazirlandi:

1. Calisilacak doku sayisina gore, 10 ml’lik tiiplerin iizerine kontrol ve deney gruplarinin
isimleri yazild1 ve tiipler spor tizerine yerlestirildi.

2. Akciger doku 6rnekleri bir camin {izerinde bistiiri yardimiyla mekanik olarak parcalandi.

3. Darasi alinan tiiplere bu pargalanan akciger 6rnekleri konarak agirliklar: tartildi.

4. Ependorflara gram doku basina 3 ml RIPA lizis buffer olacak sekilde lizis buferlar kondu.
Dokularin lize edilmesi 6ncesinde RIPA lizis buffer hazirlamak i¢in 1 ml 1XRIPA bufer:
icine 10 ul PMSF soliisyonu, 10 pl sodium orthovanadate soliisyonu ve 10-20 pl protease
inhibitor cocktail (PIK)soliisyonu konuldu.

5. Ezilmis doku, lysis buffer ve PIK karigimi ile vortekslenerek buz lizerine aktarildi.

6. Tipler i¢indeki bu dokularin homojenizatdr yardimiyla homojen bir bi¢cimde lizise
ugramasi saglandi.

7. Daha sonra 15.000 rpm’de 10 dakika +4°C’de santrifiij edildi. Siipernatantlar alinip pelet
kismi -80°C’ye alindi. Bu sekilde hazirlanan lizatlar analizler yapilincaya kadar -20°C de
muhafaza edildi.

3.1.3.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Lizatlarin i¢erdigi protein miktari Lowry yontemi ile belirlendi. Bu yontemde standart olarak

protein igerigi 1mg/ml olan Sigir serum albumini (Bovine Serum Albumin, BSA (Fraction V,

Sigma Katalog No: B4287, 5 g) kullanildu.

22



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

2. 10 ml’lik tiiplere akciger lizatlarinin, standartlarin ve koriin adlar1 yazildi. Her bir
numune, kor ve standart ¢ift ¢alisilacagi i¢cin A ve B tiipleri olarak hazirlandi.

Akciger lizatlarindan 1/10 diliisyonlar hazirlanilarak calisildi ve bu 1/10’luk diliisyonlar
hazirlamak i¢in bir tiip igerisine 900 pl fosfat tamponu (Phosphate Buffer Saline, PBS) ve 100
ul akciger lizat1 konuldu. Daha sonra hazilanan bu 1/10°lik diliisyondan A ve B yazili tiiplere
30’ar pl pipetlendi. Bu numuneler kisa siireli olarak vortekslendiktikten sonra buz lizerine
alind1.
0.0l M pH 7.2 Fosfat Buffer Saline (PBS)’in Hazirlanmasi:3.74 grDisodyum
hidrojenfosfatdodehidrat (Merck, Katalog No: 106579, 1 kg) + 0.43 gr Monobazik
potasyum fosfat anhidr6z (Merck, Katalog No: 104873, 1 kg) + 7.2 gr Sodyum kloriir
(Merck, Katalog No: 106404, 1 kg) tartilarak bir litre distile suda eritildi.

1. Aym sekilde ml’sinde 1 mg BSA olan ana standartimizdan BSA-1A ve BSA-1B yazili
tiiplere 30’ar pl pipetlendi ve bu islem 2. 3. 4. 5. BSA-A ve BSA-B tiipleri i¢in de
tekrarland1 (BSA-2A, BSA-2B, BSA-3A, BSA-3B, BSA-4A, BSA-4B, BSA-5A,
BSA-5B). BSA-1A ve BSA-1B deki miktar (30’ar pl) sabit kalirken BSA-2A ve BSA-
2B’ye 30’ar ul PBS, BSA-3A ve BSA-3B’ye 60’sar ul PBS, BSA-4A ve BSA-4B’ye
90’ar ul PBS, BSA-5A ve BSA-5B’ye 150’ser ul PBS eklendi. Daha sonra bu
miktarlardan 30’ar pl alinarak ayni numaral tiiplere aktarildi.

2. Akciger lizatlar1 PBS igerisinde dilue edildigi i¢in korl ve kor2’ye sadece 30’ar pl
PBS eklendi.

3. 30’ar pl konulmus olan biitlin numunelerin, standartlarin ve korlerin iizerine 900

mikrolitre Lowry soliisyonu konuldu. Lowry soliisyonu 100:1:1 oraninda Lowry A:
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Lowry B: Lowry C soliisyonlarinin karistirilmastyla hazirlandi. Ik énce Lowry B ve
C soliisyonlar1 karistirilip ardindan Lowry A soliisyonu ilave edildi. Kisa siireli olarak
vortekslenen numuneler, standartlar ve korler buz {izerinde 10 dakika bekletildi.

Lowry Soliisyonlarummin Hazirlanmasi:

Lowry A: 1 gr NaOH (Sodyum Hidroksit, Merck, Katalog No: 106462, 1 kg) ve 5.3 gr
Na,CO3; (Sodyum karbonat, Merck, Katalog No: 106392, 1kg) 250 ml distile suda
eritildi.

Lowry B: 0.5 gr KNaC4H;Os (Sodyum potasyum tartarat, Merck, Katalog No:
108087, 1 kg) 50 ml distile suda eritildi.

Lowry C: 0.5 gr CuSO,4.5H,0 (Bakir siilfat pentahidrat, Merck, Katalog No: 102790,
1 kg) 50 ml distile suda ¢oziildii.

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

. Folin eklenmis olan tiipler 30 dakika buz iizerinde ve karanlikta inkiibe edildi.
Spektrofotometrik (Thermo, Helios alfa) dl¢iim icin tiim tiipler teker teker kuartz
kiivetlere bosaltilarak 540 nm dalga boyunda okunmasi saglandi. Standartlar ile
karsilastirilarak her bir numunenin protein miktar1 tespit edildi. Daha sonra verilerin
hepsi Excel programina aktarildi. Tiim numunelerin protein miktarlarinin esit olmasi

saglanarak western blot analizlerinde kullanima hazir hale getirildi.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ

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

lamlara alman 5 mikrometre (um) kalinhigindaki parafin kesitlere Strepavidin Biotin

Kompleks (Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi.
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. Bu teknige gore parafin bloklardan alinan kesitler 1 gece boyunca 50 °C’de etiivde
tutuldu.

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

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

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

Dokudaki antijenik maskelenmenin ortadan kaldirilmasi i¢in kesitler sitrat tamponu
[2300 ml distile su igerisinde 4.8 gr sitrik asit (Anhidréz, Sigma, C0759, 500 gr)
eritildi ve 12N NaOH ile pH 6.0’e ayarlanarak son hacim distile su ile 2500 ml’ye
tamamlandi] iginde bir su banyosunda 80°C’de 30 dakika kaynatildi ve takiben aym
tampon iginde oda 1si1sinda 20 dakika bekletildi.

. PBS ile dort kez yikamay1 takiben nonspesifik baglanmalar1 yani dokulardaki 6zgiil
olmayan antikor baglanmasini 6nlemek ic¢in kesitler 5 dakika bloklama soliisyonu
(Ultra UV Block, LabVision Corporation TA-125UB) ile bir nem kamarasi iginde
inkiibe edildi.

. Hemen sonrasinda, serum kesitler tizerinden uzaklastirildi ve TLR2 (1:50), TLR4
(1:200), TLR5 (1:50), TLR9 (1:75), TLR10 (1:100) primer antikorlariyla +4 °C’de

gece boyunca inkiibe edildi.

25



Tablo 3.1. Kullanilan antikorlara ait bilgiler

Antikorun A Antikorun Tiirii Katalog Numarasi

Toll-like reseptor 2(TLR2)  rabbit poliklonal Santa cruz, sc- 10739
Toll-like reseptor 4(TLR4)  rabbit poliklonal Santa cruz, sc- 30002
Toll-like reseptor S(TLR5)  rabbit poliklonal Santa cruz, sc- 30003
Toll-like reseptor 9(TLRY)  rabbit poliklonal Santa cruz, sc- 25468

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

9. Daha sonra kesitler, biyotinle isaretlenmis kec¢i anti-tavsan (Labvision Corporation
TR-125-BN) sekonder antikoru ile 20 dakika oda 1sisinda muamele edildi.

10. PBS de 4 defa 5’er dakika ile yikandi.

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

12. Tekrar 4 defa 5’er dakika PBS ile yikandu.

13. Diamino benzidin (DAB)kromojeni (DAB Chromogen Substrate System Thermo TA-
125-HD) ile dokular 3-5 dakika muamele edildi. Enzim substrat etkilesimi sonucunda
olusan {irlin kahverengi olarak mikroskopta gdzlendi.

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

15. GillI’in Hematoksilen soliisyonu ile 4 dakika zit boyama yapildi ve kesitler ¢esme
suyunda mavilesinceye kadar yikand.

16. Daha sonra sirasiyla %96, %100’liik alkol ve ksilol serilerinden gegirilen kesitlerin
lizerine yapistiric (entellan) damlatilip lamelle kapatildi.

Pozitif Kontrol olarak insan dalagi, insan plasentasi ve eriskin sigan akcigeri kullanildi.
Negatif kontrol olarak alinan doku 6rnekleri ise primer antikorsuz PBS ile muamele edildi.

Kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi ve
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151k mikroskobunda (Olympus BX51, Japan) incelenerek fotograflandi.
3.3. SDS-PAGE (POLIAKRILAMIT JEL ELEKTROFOREZIS) WESTERN BLOT
PROTOKOLU

1. Calisilacak olan proteinin kilo dalton agirhig dikkate alinarak uygun yiizdede
ayristirma jeli secildi. Buna gore TLR yiiksek molekiiler agirlikta protein oldugu igin
por cap1 genis olan %7,5’luk poliakrilamit jel tercih edildi.

2. Ayristirma jeli [3.75 ml akrilamit-bisakrilamit (Acrylamide Bisacrylamide, AB) (%30
akrilamit-bisakrilamit 37.5:1, Merck, Katalog No: 100639, 1 It) + 3.75 ml Tris-SDS
pH8.8 + 7.5 ml deiyonize su + 50 mikrolitre %10 luk Amonyum persiilfat (APS,
Sigma, Katalog No: A3678, 25 gr) + 10 mikrolite TEMED (N,N,N N’-
Tetramethylethylendiamin, Merck, Katalog No: 110732, 100 ml)] hazirlanarak
tutucular arasinda sikistirilan dikey elektroforezis (Biorad, Mini Protean Tetra Cell,
10-well, Imm thickness) camlar1 arasina dokiildii.

Jel Soliisyonlarimin Hazirlanmasi:

4Xtris-HCI/SDS, pH 8.8: 18.15 gr Tris tartildi ve 40 ml distile suda ¢6ziildi. HCT asit
ile pH 8.8’e ayarlanarak son hacim distile su ile 100 ml’ye tamamlandi ve daha sonra
0.4 gr Sodyum dodesil siilfat (Sodium Dodecyl Sulphate, SDS) eklendi.

4Xtris-HCI/SDS, pH 6.8: 6.05 gr Tris tartildi ve 40 ml distile suda ¢6ziildii. HCT asit

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

3. Uzerindeki hava kabarciklarmi énlemek i¢in n-butanol (50 ml butanol + 5 ml distile
su) ile doldurularak polimerizasyon islemi i¢in 45 dakika bekletildi.

4. Polimerizasyon isleminden sonra n-butanol bosaltilarak jelin iistii birkac kez distile su

ile yikandi.

27



10.

11.

12.

13.

14.

Daha sonra toplama jeli (650 ul akrilamit-bisakrilamit+1.25 ml pH 6.8 Tris-SDS +
3050 pl deiyonize su + 25 pl %10’luk Amonyum persiilfat + 5 pl TEMED)
hazirlanarak ayristirma jelinin lizerine dokiildii ve 10’lu tarak yerlestirildi.
Polimerizasyon i¢in 45 dakika bekletildi.

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

Her kuyucuga 60 mikrogram/ml oraninda protein igeren ve protein miktarlar1 distile
su, numune ve laemmli buffer (Sample Buffer 2X, Laemmli electrophoresis Reagent,
Sigma, Katalog No: S3401, 10 vial) oranlar1 ile esitlenen numunelerin agz parafilmle
sikica kapatilarak su banyosunda 5 dakika 95 °C’de kaynatildi.

Yiikleme yaparken molekiiler agirligi bilinen bir belirteg (Broad range markers, 500
ul, Santa cruz sc-2361) 1:1 oraninda sample buffer ile sulandirilarak kaynatma
yapmadan jelin ilk kuyucuguna 5 pl olarak yiiklendi.

10’luk tarak kullanildigr i¢in numuneler 20 pl olarak yiiklendi ve hangi kuyucuga
hangi numunenin yiiklendigini anlamak i¢in bir kagida haritalama islemi yapildi.
Elektroforezde numuneler ilk 6nce 120 Voltta 1 saat, sonrasinda ise 100 Voltta jelin
sonuna kadar yiiriitiildii.

Elektrofez isleminden sonra ise jeldeki proteinlerin membrana ge¢mesi icin
immunoblotting yapildi. Blotlama isleminde semi-dry yontemi kullanildu.

Elektroforez tankindan ¢ikarilan jeller direk 1X transfer soliisyonuna (50 ml transfer
stok soliistonundan alinarak iizerine 350 ml deiyonize su ve 100 ml metanol eklenir)
alinarak 15 dakika bu soliisyon i¢inde bekletildi.

Jel transfer soliisyonu i¢inde beklerken polivinilidenflorid (Polyvinylidenfluorid,

PVDF) membran (Immobilon-PSQ Katalog No: ISEQ00010, 26.5 cm X 3.75 m 1 roll)
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15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

metanolde 3 saniye 1slatilarak Once deiyonize suda 2 dakika, daha sonra 1X’lik
transfer soliisyonunda 3 dakika yikanarak immunoblotting i¢in hazir hale getirildi.

Bir membran i¢in dort adet olmak {izere transfer soliisyonu ile 1slatilmis filtre kagitlar
(Whatman Katalog No: 10426972, GB005, 15X15 c¢m) iginde altta PVDF membran
iistte jel olacak sekilde 10 V akim verilerek 55 dakikada transfer islemi gergeklesti.
Proteinlerin PVDF membrana transferinden sonra, Ponceau S (Ponceau S Solution,
Sigma, Katalog No: P-7170, 1 1t) boyamas1 yapilarak proteinlerin membrana transfer
olup olmadig1 kontrol edildi.

Ponceau S membrandan uzaklasincaya kadar pH’s1 7.4 olan, %0.1 Tween-20 (Merck,
Katalog No: 822184, 500 ml) ilaveli Tris-tuz tamponu (Tris Buffer Saline, TBS-T) ile
yikama yapildi.

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

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

Ardindan membran 1 saat siire ile oda 1sinda TBS-T ile hazirlanan % 5°lik yagsiz siit
tozu (Skim milk powder, Fluka, Katalog No: 70166, 500 gr) ile blokland.

%35 lik yagsiz siit tozunun hazirlanmasi:100 ml TBS-T iginde 5 gr siit tozu eritilerek
hazirlandi.

Membran, siit tozu ya da TBS-T i¢inde sulandirilmis antikorlar [TLR2 (1/100), TLR4
(1/400), TLR5 (1/50), TLR9 (1/100)] ile + 4°C’de gece boyu inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda membran TBS-T ile 4 kez 15 dakika yikandu.

Takiben membran, TBS-T ile hazirlanan % 5’lik yagsiz siit tozu ile 1/6400 oraninda

sulandirilmis sekonder antikorla (goat anti-rabbit, santa cruz, sc-2004, 0.5 ml) oda
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sicakliginda karistirict lizerinde 1 saat inkiibe edildi ve sekonder antikor her zaman
taze hazirlandu.

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

23. Ardindan 5 dakika TBS ile muamele eden membranlar 1 dakika western blotting
Luminol Reagent (Santa cruz, Katalog No: sc-2048) ile temas ettirildi.

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

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

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

27. Bu membrana siittozunda bloklama asamasindan itibaren ayni1 islemler uygulandi.

28. Primer antikor olarak 1/400 oraninda TBS-T sulandirilmis Beta aktin antikoru (Mouse
monoclonal AC-15 to beta actin loading control, Santa Cruz, Katalog No: sc-69879, 1
ml) kullanildi.

29. Sekonder antikor olarak ise goat anti mouse (Santa Cruz, Katalog No: sc-2005, 0.5 ml)
tercih edildi (236).

Western blot metodunda pozitif kontrol olarak Namalwa cell lysate (Santa Cruz, Katalog No:

sc-2234), Hela Whole Cell lysate (Santa-Cruz, Katalog No: sc-2200) kullanildi.
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3.4. ISTATISTIKSEL ANALIZ

3.4.1. Western Blot Analizleri

Gene Genius Bio Imaging System yardimiyla bilgisayara aktarilan kontrol ve postpartum
giinlere ait bantlarin yogunluklar1 DigiDog 1000 programinda 6lgiildii. Her bir antikor igin
gruplar arasinda farkliligin istatistiksel acidan 6nemli olup olmadigim1 belirlemek igin
nonparametrik testlerden Kruskall-Wallis testi, farklilik durumunda ise bunun hangi gruptan
kaynaklandigin1 belirlemek icin de Mann-Whitney U testi uygulandi. P<0,05 olan degerler
istatistiksel olarak anlaml kabul edildi.

3.4.2. Semikantitatif Degerlendirme

Immunohistokimyasal boyanmalar, yogunluk (intensity score) ve oransal skordan
(proportional score) olusan total skor (Quick score) olarak isimlendirilen ikili derecelendirme
yontemi kullanilarak semikantitatif olarak degerlendirildi. Yogunluk skorunda (I),
hiicrelerdeki pozitif boyanma yogunluklar1 degerlendirilirken, oransal skorda (P) ise pozitif
boyanan hiicrelerin yiizde orani belirlendi.

Immunohistokimyasal boyanma sonuglarindaki skorlama islemi asagidaki gibi yapildi.
Yogunluk skoru

0: Negatif (yiiksek biiylitmede hi¢bir hiicrede boyanma yok)

1: Zayif (sadece yiiksek bliylitmede goriilen boyanmis hiicreler)

2: Orta (dustk biiylitmelerde kolaylikla goriilen boyanmis hiicreler)

3: Giiglii (¢ok diisiik biiylitmelerde goriilen boyanmis hiicreler)

Oransal skor

0: 0; %1<: 1; %1-10: 2; %11-33: 3; %34-66: 4; %67-100: 5 olarak tanimlandi.

Yogunluk skoru ve oransal skor toplandiginda 0-8 arasindaki “Quick score-total skor” elde
edildi. Elde edilen biitiin veriler bilgisayara girildi ve SPSS 11.5 programu ile istatistiksel

analizleri yapildi. Western blot analizlerinde oldugu gibi immunohistokimyasal analizlerde de
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gruplar arasinda farkliligin istatistiksel acidan 6nemli olup olmadigim1 belirlemek igin
nonparametrik testlerden Kruskall-Wallis testi, farklilik durumunda ise bunun hangi gruptan
kaynaklandigin1 belirlemek icin de Mann-Whitney U testi uygulandi. P<0,05 olan degerler

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Bulgular

Neonatal donemdeki ve erigskin sican akcigerlerinin yapisal oOzellikleri Sekil 4.1-4.6’da
gosterilmistir.

Bu c¢alismada dogum sonras1 1-3. giinler sakkular, 5, 10 ve 15. gilinler ise alveolar periyod
olarak tanimlandi. Ayrica alveolar period erken (5. giin), orta (10.glin) ve ge¢ (15. giin)
alveolar periyod olarak boliimlendi. Yeni dogan siganlarda alveol yapisinin bulunmadigi
akcigerin diizgiin duvarli hava kanallar1 ile kalin duvarli olan sig sakkuluslardan olustugu
gozlendi (Sekil 4.1A). Sakkular periyodtaki 1 ve 3 giinliik sicanlarda sakkuluslarin duvarinin
ince bir epitelle ortiilii oldugu ve kan kapilarlarinin lumene dogru ¢ikint1 yaptigi saptandi
(Sekil 4.1; Sekil 4.2). Ayrica bazi sakkuluslarda az sayida kii¢iik primer septumlarin
bulundugu gozlendi. Bu septumlarda cift kapillar sisteminin bulundugu goriildii. Postnatal
yasamin 1. ve 3. giinlerinde akciger lopguklarinin 6zellikle periferlerinde septumlarin
prolifere olarak sekonder septumlari olusturdugu ve sakkuluslarin alveollere doniismeye
basladigi, ayrica bu sekonder septumlarin primer septumlarda oldugu gibi cift kapillar

sistemine sahip olduklari belirlendi (Sekil 4.1B)
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Sekil 4.1. Neonatal 1. giinde sican akcigerinin goriiniimii. Crossman’in ii¢lii boyamasi. Bar:
100 pm.

Sekil 4.2. Neonatal 3. giinde sican akcigerinin goriiniimii. Crossman’in ii¢lii boyamasi. Bar:
100 um
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Postnatal yasamin 5. (erken), 10 (orta), ve 15 (geg). giinlerinde postnatal yasa bagl olarak
alvelaor septasyonun artarak devam ettigi saptandi (Sekil 4.3; Sekil 4.4, Sekil 4.5; Sekil 4.6).
Sekonder septumlarin uzayarak incelmelerinin de postnatal yasla artis gosterdigi belirlendi.
Alveolar periyodun gerceklestigi bu giinlere ait olan akciger 6rneklerinde hem sakkuluslarin
hem de alveollerin bulundugu akciger dokusunun iiniform bir yap1 gostermedigi izlendi.
Sakkuluslardan olusan alanlarda akciger interstisyumunun bol miktarda bagdoku igerdigi,
alveollarden olusam alanlarda interstisyel hiicrelerin azaldigr sekonder septum duvarimin
olukca ince oldugu ve kapillar ag siteminin bulundugu tespit edildi. Postnatal yasamin birinci
giinlinden itibaren terminal bronsiyollerin (bronchulus verus) ve respiratorik bronsiyollerin
(bronchulus respiratoryus) sekillenmis oldugu bunlarin da postnatal yasa bagli olarak say1 ve
cap bakimindan arttiklar1 gbzlendi. Termina bronsiyollerin ¢aplarina goére etraflarindaki
sirkiiler seyirli kas tabakasmnin kalimhiginin farklilik gdsterdigi izlendi. Respiratorik
bronsiyollerin direk alveollere agildiklar1 ve duvarlarinda kas tabakasinin bulunmadigi

gozlendi.
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Sekil 4.3. Neonatal 5. gilinde sigan akcigerinin goriiniimii. Crossman’in {i¢lii boyamasi. Bar:
100 pm.

Sekil 4.4. Neonatal 10. giinde sigan akcigerinin goriiniimii. Crossman’in ii¢lii boyamasi. Bar:

100 pm.
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Sekil 4.5. eonatal 15. iincfe 1an akcigrid hem sakkuluslar hem de alveoller
bulunmaktadir. Crossman’in ii¢lii boyamasi. Bar: 50 pm

Sekil 4.6B.Eriskin akcigerinde bronsiyoller ve alveoller. Crossman’in {i¢lii boyamasi. Bar: 50
pm.
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4.2. immunohistokimyasal bulgular:

Bu c¢alismada primer antikorlar yerine PBS ile muamele edilen negatif kontrollerde
boyanmanin olmadig1 gbzlenmis olup bu immunreaksiyonun spesifik oldugunu gostermistir.
Ayrica Toll-like reseptdrlerinin western blot yontemiyle ekpresyonlarinin belirlenmesi de
reaksiyonun spesifitesini gosteren bir bulgudur. Ayrica her bir antikor i¢in spesifik pozitif
kontroller kullanildi. TLR2 ve TLR9 i¢in insan lenf diigiimii, TLR4 i¢in insan plasentasi,
TLRS i¢in insan dalagi pozitif kontrol olarak se¢ildi.

Negatif ait boyanmalar Sekil 4.7°de ve pozitif kontrollere ait boyanmalar Sekil 4.8-4.11°de

gosterilmistir.

Sekil 4.7A. Neonatal 3. giinde sigan akcigeri primer antikorlar yerine PBS ile muamele edilen
negatif kontrol. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.8. Insan lenf diigiimiinde TLR2 pozitif hiicreler. Bar: 20 um.

N
TRl

Ny Sy N

N Bt C

A !

& RO

o ¢ J‘b.-" (.:.-.

& e,
¢ Bt o

Sekil 4.9. insan plasentasinda desidual hiicrelerde membransel ve niiklear TLR4 pozitif
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um
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Sekil 4.10. Insan dalaginda germinal merkez ve kan damarlarinda TLRS immunoreaktivitesi.
Bar: 20 pm.
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Neonatal ve eriskin siirecteki sigan akcigerinde TLR’lerinin lokalizasyonlaria iligskin
immunreaksiyonlar TLR2 igin Sekil 4.12-4.17°de, TLR4 igin Sekil 4.18-4.23’de, TLR5 i¢gin
Sekil 4.24-4.29’de ve TLR9 i¢in ise Sekil 4.30—4.36 Sekil 4.12-4.36’ da gosterilmistir.
Calismada Toll-like reseptorlerinin  gelismekte olan sigan akcigerindeki hiicresel
lokalizayonlar1 degerlendirildiginde TLR2, TLRS5 ve TLR9’un hem membransel ve hem de
niiklear, TLR4’lin ise membransel lokalizasyon gosterdikleri belirlendi. TLR2, TLRS,
TLR9’un bronchulus verus ve respiratoryusda lamina epiteliyalis katmanini olusturan
hiicrelerde sitoplazmik ve niiklear reaksiyon verdikleri, TLR4’iin ise bronsiyol epitelinde
reaksiyon vermedigi tespit edildi. Eriskin akcigerinde TLR2, TLRS5 ve TLR9’un alveol
duvarindaki bazi hiicrelerde eksprese oldugu goriildii. Bronsiyol epitelinde TLR’nin bazi
hiicrelerin ¢ekirdeklerinde, TLRS5’in brons epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmasinda, TLR9’un
ise epitel hiicrelerinin hem bazal hem de apikal sitoplazmalarinda lokalize oldugu tespit
edildi. Eriskin si¢an akcigerinde alveol duvari, kan damarlarinda membransel, bronsiyol epitel
hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda ve apikal yiizeylerinde pozitif TLR4 immunoreaktivitesi
gbzlendi

Dogum sonrasi birinci glinden itibaren TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9’un akciger dokusunda
eksprese oldugu postnatal siirecrte ekpresyonda herhangi bir degisikligin bulunmadig
saptandi. Ancak Erigkin sicanlardan alinan 6rneklerde TLR2, TL5 ve TLRY ekpresyonunda
cok belirgin bir azalma gozlendi. Gerek sakkuler ve gerekse alveolar evrelerin incelendigi, 1,
3,5, 10 ve 15 giinliik sicanlarin akcigerlerinde alveol epitel hiicrelerinde bronsiyollerin (hem
bronchulus verus ve hem de bronchulus respiratorius) epitelinde, fibroblastlar gibi interstisyel
bagdoku hiicrelerinin ¢ekirdeklerinde, ayrica kan damar1 endoteli ile medya katmanlarinda ve
alveol duvarindaki kapillar damar endotellerinin cekirdekleri ile hiicre membranlarinda,
TLR2, TLRS5 ve TLR9Y i¢in pozitif reaksiyon gozlenirken, eriskin akcigerinde alveol

duvarindaki ve interstisyumdaki bazi hiicrelerde bu reseptorler i¢in pozitif reaksiyon tespit
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edildi. Bununla birlikte, TLR4’lin akciger lokalizasyonu ve ekspresyonlarinda yasa bagl

herhangi bir degisikligin bulunmadig: tespit edildi.
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Sekil 4.12. Neonatal 1. gunde su;an akcigerinde sakkulus duvar1 bronsiyol epiteli, interstisyel
hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2 immunoreaktivitesi.

o o

Sekll 4 13A Neonatal 3. giinde sian akc1ger1nde Sakkulus ve aIveoI duvarl bronslyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekll 4, 13B Neonatal 3. gunde s1g:an akcigerinde Sakkulus ve alveol duvarl bronslyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um

¢ T R e

Sekll 4.14A. Neonatal 5. giinde su;an ak01ger1nde Sakkulus ve alveol duvarl bronslyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um
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Sekil 4. 14B Neonatal 5. gunde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2

Immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm

Sekll 4. 15A Neonatal 10. gunde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.15B. Neonatal 10. gunde sigan akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2

immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.

Sekil 4.16A. Neonatal 15. giinde sican ak01ger1nde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol

epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.16A. Neonatal 15. giinde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol

epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR2
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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hiicrelerde niiklear TLR2 immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.17B. Eriskin sican akc1ger1nde sakkulus duvari, bronslyol epiteli, a21 interstisyel
hiicrelerde niiklear TLR2 immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.

ekll 4. 18A Neonatal 1 giinde sigan akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.18A. Neonatal 1. giinde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.

kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.

49



s Lt ,-~'.T-;.’_,$ \4.._ > =
Sekil 4.19A. Neonatal 3. giinde si¢an akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.

Sekil 4.20A. Neonatal 5. giinde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 50 pm.
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Sekil 4.20A. Neonatal 5. giinde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.21A. Neonatal 10. giinde sgan akcigerinde sakkulus ve alveol dﬁrl, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.21B. Neonatal 10. glinde s1<;an akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvarl bronslyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar 20 pm.

L
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Sekil 4.22A. Neonatal 15. giinde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.22B. Neonata 15. nde sma akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli
ve kan damarlarinda membransel ve niiklear TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.23A. Eriskin si¢an akcigerinde alveol duvari, kan damarlarinda membransel, bronsiyol
epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda pozitif TLR4 immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.
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Sekil 4.23B. Eriskin sigan akcigerinde alveol duvari, kan damarlarinda membransel, bronsiyol
epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmalarinda ve apikal yiizeylerinde pozitif TLR4
immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.
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interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.24A. Neonatal 1. giinde sigan akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvan bronslyol epiteli,

interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
1mmunoreakt1v1te51 Bar: 20 pm.

Sekll 4.25A. Neonatal 3. giinde sican ak01ger1nde sakkulus ve alveol duvan bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4 25B Neonatal 3. glinde s1g:an akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.26A. ‘Neonatal 5. gunde s1<;an akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvari, bronslyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR5
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekll 4.26B. Neonatal 5. giinde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.
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Sekil 4. 27A Neonatal 10. gunde sigan akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.27B. Neonatal 10. giinde sigan ak01ger1nde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.

Sekil 4. 28A Neonatal 15. gunde s1<;an akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.28B. Neonatal 15. giinde si¢an akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol

epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLRS
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.29A. ‘Eriskin‘ ‘s1gan akcerfnde alveol epi‘teli, bronsiyol epiteli, bazi interstisyel
hiicrelerde niiklear TLRS immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.

59



Sekil 4.30A. Neonatal 1. giinde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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ari, bfonsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.31A. Neonatal 3. giinde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9

immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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e sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 20 um.
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Sekil 4.32A. Neonatal 5. giinde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekll 4.32B. Neonatal 5. giinde sigan akcigerinde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol epiteli,
interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
1mmunoreakt1v1te51 Bar: 20 pm.
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Sekll 4.33A. Neonatal 10. giinde s1<;an akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvari, bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekll 4 33B. Neonatal 10. gunde sican akcigerinde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
1mmunoreakt1v1te51 Bar 20 um
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Sekll 4.34A. Neonatal 15 giinde sican akc1ger1nde sakkulus ve alveol duvan bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 50 um.
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Sekil 4.34B. Neonatal 15. gilinde si¢an ak01ger1nde sakkulus ve alveol duvarl bronsiyol
epiteli, interstisyel hiicreler ile kan damarlarinda niiklear, membransel ve sitoplazmik TLR9
immunoreaktivitesi. Bar: 20 pm.
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hucrelerde nuklear TLR9 immunoreaktivitesi. Bar: 50 um
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Sekil 4.35B. Eriskin sican akcigerinde alveol epiteli, bronsiyol epiteli, bazi interstisyel
hiicrelerde niiklear TLR9 immunoreaktivitesi. Bar: 20 um

4.3. Western blot analizi:

Neonatal periyodun 1., 3., 5., 10. ve 15. giinlerindeki sigan akcigerinde ve eriskin sican
akcigerinde western blot analizi ile belirlenen Toll-like reseptorler ve [-aktine ait protein
bantlar1 sekil.. de verilmistir.

Immunohistokimyasal analiz sonuglar1 ve Western blot analizleri sonuglarna gruplar arasinda
farkliligin istatistiksel agidan 6nemli olup olmadigini belirlemek igin nonparametrik testlerden
Kruskall-Wallis testi, farklilk durumunda ise bunun hangi gruptan kaynaklandigini
belirlemek i¢in de Mann-Whitney U testi uygulandiginda, TLR reseptorlerinden TLR2,
TLR4, TLRS ve TLR9’un neonatal doneme ait degerleri arasinda 6nemli bir farklilik (P>0.05)
goriilmedigi halde neonatal donemdeki TLR2, TLRS5 ve TLR9 degerlerinin eriskin akcigerine

ait degerlerden istatistiksel agidan 6nemli farklilik (P<0.05) farklilik saptandi.
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D PP1 PP3 PP5 PP10 PP15

TLR4 89 kDa

h Wty GEoewm  AeRw R e TLR5 110 kDa

p M - TLR9 120 kDa

IR s GREED GNP S0 . Aktin 43 kDa

Sekil. Neonatal periyodun (PP) 1., 3., 5., 10. ve 15. glinlerindeki sigan akcigerinde ve erigkin
sican (D) akcigerinde western blot analizi ile belirlenen Toll-like reseptorler ve B-aktine ait
protein bantlari
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S. TARTISMA VE SONUC

Postnatal gelisim siirecindeki si¢an akcigerinde Toll like reseptorlerinin ekpresyonlarinin
arastirildig1 bu ¢alismada literatiir bilgiler (Gomi et al. 1994) dogrultusunda dogum sonrasi 1-
3. gilinler sakkular, 5, 10 ve 15. giinler ise alveolar periyod olarak tanimlanmistir Ayrica
alveolar period erken (5. giin), orta (10.glin) ve ge¢ (15. giin) alveolar periyod olarak
boliimlenmistir. Dogumdan itibaren akcigerin yapisal 6zelliklerine iliskin bulgularin literatiir
bilgilerle (Burri, 1975; Burri, 1984; Massaro et al. 1985; Gomi et al. 1994; Gewolb, 1996;
Massaro and Massaro, 1996; Kresch et al. 1998; De Paepe et al. 1999; Luyet et al. 2002)
paralellik gostedigi ve alveolar septasyonun dolayisiyla alveolar periyod siirecinin postnatal
15. giinde hala tamamlanmamis oldugu saptanmustir. incelenen tiim drneklerde cok sayida
mitotik figlire rastlanmigtir. Sicanlarda postnatal siirecin  4-14. giinii proliferasyon
gerceklestigi donem 14-28. giinler ise biiylimenin oldugu donem olarak tanimlanmaktadir
(Burri, 1974). Bu calismada neonatal 15. giine kadar olan proliferasyon periyodu incelenmis
olup bulgularimiz erken postnatal periyod sirasinda akcigerdeki hiicrelerin ¢ogalma ve
farklilagsmalarinin devam ettigini ve hiicre sayisi, hiicre tipi ile hiicre fonksiyonlariin devamli
degisime ugradiginin gostergesi olarak yorumlanmustir.

Bircok memelide neonatal donemde akciger alveolleri yetiskindeki sayiya heniiz
ulasamadigindan ve akcigerin dogal immun sistemleri yeterli olmadigindan akciger ¢evresel
faktorlere karsi oldukca duyarlidir (Finkelstein and Johnston 2004). Memelilerde erken
postnatal gelisim sirasinda akciger savunma sistemlerinin tehlikede oldugunu gdsteren pek
¢ok kanit vardir (Bakker et al. 1998; Bellanti and Zeligs 1995; Goldman et al. 2004; Jackson
et al. 1988; Kojima et al. 1994; Coonrod et al. 1987; Kurland et al. 1988; Tasat et al. 2003;
Weiss et al. 1986; Yeo et al. 1993; Zeidler and Kim 1985; Zink and Johnson 1984).
Dogumdan sonra akcigerlerin patojenlere, alerjenlere ve toksik maddelere karsi adaptasyonu

dogal ve kazanilmis immun sistem komplekslerinin indiiklenmesiyle saglanir (Chen et al.
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2010). Akciger hastaliklarinda akciger ile iligskili immun yanitlarin olusturulmasinda TLR
proteinlerinin rol oynadigi ve bu resptorlerin insan ve memeli hayvanlarin akcigerlerinde
lokalize oldugu bilinmektedir (Janardhan et al. 2006; Maris et al. 2006; Muir et al. Petrikin et
al. 2010; Schneberger et al. 2009; Schneberger et al. 2011; Sethi et al. 2011; Suri et al. 2006;
Sukkar et al. 2006; Wassef et al. 2004). TLR arasinda TLR2, TLR4 ve TLRS5 en ¢ok incelenen
reseptorler olup bunlarin akciger dokusundaki ekspresyonlar1 farkliliklar gostermektedir.
Bugiine kadar trakeyal, bronsiyal ve alveolar tip II hiicrelerini igine alan ¢esitli akciger epitel
hiicre tiplerinde TLR ekspresyonlarinin incelendigi bir¢cok ¢alisma yapilmistir. Primer
trakeya-bronsiyal epitel hiicrelerinin TLR1-6 mRNA’larin1 eksprese ettikleri ilk kez Becker ve
ark. (Becker et al. 2000) tarafindan ortaya konmustur. Daha sonra alveolar epitel hiicre
yiizeylerinde TLR2’nin eksprese oldugu (Hertz et al. 2003), bununla birlikte TLR4’iin
bronsiyal epitel hiicrelerinde intraselliiler olarak c¢ogunlukla da subapikal lokalizasyon
gosterdigi (Guillot et al. 2004) belirlenmistir. Adamo ve ark. (2004) TLR5’in polarize
brongiyal epitel hiicrelerinde bazolateral yerlesim gosterdigini ve flagellin ile stimulasyonu
takiben hiicrelerin apikal yiizeylerine hareket ettigini bildirmektedirler. Muir ve ark. (2004)
normal ve kistik fibrozisli akcigerlerde hava yolu epitel hiicrelerinin TLR1-10’u eksprese
ettiklerini ve TLR2 proteininin bu hiicrelerin apikal yiizeylerinde oysa TLR4 ve TLRS’in
bazolateral olarak yerlestigini ifade etmektedirler. Greene ve ark. da (Greene et al. 2005)
kistik fibrozisli ve normal trakeyal ve bronsiyal epitel hiicrelerinin TLR1-6 ve TLR9
mRNA’larin1 eksprese ettiklerini belirtmektedirler. TLR9’un insanda B lenfositler, pulmonal
dentritik hiicreler ve makrofajlarda (Latz et al. 2004), farelerde ise miyeloid dentritik
hiicrelerde, pulmonal dentritik hiicrelerde, monositlerde, B lenfositlerde ve makrofajlarda
( Krieg, 2007). lokalize oldugu rapor edilmektedir. Sunulan g¢alismada O6zellikle eriskin
akcigerinde alveol epiteli ile interstisyumda TLR2, TLRS ve TLRY i¢in pozitif reaksiyon

veren hiicrelerin spesifik antikorlarla gosterimi yapilmamis ancak bu poztif hiicrelerin
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yerlesimleri dikkate alindiginda insanda akcigerinde bildirilen TLR pozitif hiicreler
olabilecegi kanisina varilmstir.

Akcigerde TLR ekspresyonlarinin ve lokalizasyonlarinin hayvan tiirlerine ve akcigerin yapisal
unsurlarina gore de farklilik gosterdigi cesitli ¢alismalarla ortaya konmustur (Droemann et al.
2003; Basu and Fenton, 2004; Sha et al. 2004; Wassef et al. 2004; Chaudhuri et al. 2005;
2007; Berndt et al. 2007; Janardhan et al. 2006; Suri et al. 2006; Sukkar et al. 2006; Bhan et
al. 2008; Schneberger et al. 2009; 2011; Hoppstadter et al. 2010). Primer brons epitel
hiicreleri TLR1-10 mRNA’larim1 eksprese eder ve ¢esitli TLR ligandlarina yanit olarak
kemokin CXCLS8 (IL-8) salgilarlar. Keza akciger epitel hiicre kiiltiirlerinde de TLR2, TLR3,
TLR4 ve TLR5 mRNA ve proteinlerinin eksprese oldugu bilinmektedir (Sha et al.2004). Muir
ve arkadaslar1 normal ve kistik fibrozisli akcigerlerde respiratorik epitel hiicrelerinin TLR1-10
mRNA’larin1 eksprese ettiklerini, konfokal mikroskopik incelemelerde TLR2 proteininin bu
hiicrelerin apikal ylizeyinde, oysa TLR4 ve TLRS5’in bazolateral ylizeylerinde bulunduklarini
gostermislerdir (Muir et al. 2004).

Primer brons epitel hiicrelerinde TLR’inden o6zellikle TLR2, TLR3, TLRS ve TLR6’nin
yiiksek diizeyde eksprese oldugu bildirilmektedir. Oysa TLR2 agonisti (zymosan A ve PGN),
TLR4 agonisti (LPS) ve TLRS agonisti (flagellin ) ile epitel hiicreleri aktive edildiklerinde
epitelin fonksiyonal TLR2, TLR3, TLR4 ve TLR5’i eksprese ettikleri belirtilmektedir (Sha et
al. 2003). TLR’inden TLR2 mRNA ve proteininin insan akcigerinde alveol epitel
hiicrelerinden pnomosit II ve alveolar makrofajlarda eksprese oldugu (Droemann et al. 2003),
bazal sartlar altinda ise TLR8 ve TLR9 haric TLR1-10 mRNA’larininhava yolu diiz kas
hiicrelerinde eksprese oldugu rapor edilmektedir. Yine bazal sartlarda TLR4’iin mRNA
ekspresyonunun diger TLR’ne gore oldukga diisiik diizeyde oldugu, stimule edildiginde de
TLR2 ve TLR3’iin diizeylerinden diisiik oldugu, TLR8 ve TLR9 ekspresyonlarinin ancak

Tiimor nekrotik faktor alfa (TNF-a) tarafindan artirildigi bildirilmektedir. Ayrica bazal
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sartlarda hava yolu diiz kas hiicrelerinde, sadece TLR2 ve TLR3 proteinin eksprese oldugu
belirtilmektedir (Sukkar et al. 2006).

Saglikli mandalarin akcigerinde TLR4’lin alveolar septumlarda, hava yolu epitellerinde ve
bliyiik kan damarlarinin endotelinde lokalize oldugu, TLR9 ekspresyonun da TLR2’{inkine
benzedigi ancak TLR9’un arter ve venlerin endotelinde eksprese olmadigi bildirilmektedir.
Normal akcigere kiyaslandiginda Pasteurella multocida ile efekte edilmis manda
akcigerlerinde TLRY ekspresyonun arttigi, TLR4 ekspresyonunun ise degismedigi veya
azaldig1 ifade edilmektedir (Sethi et al. 2011). Saglikl at akcigerinde TLR2 nin bulunmadig,
TLR4’iin septumlarda biiyiilk kan damarlarinin endotelinde, alveolar makrofajlarda ve
brnsiyoler epitelin bazal membrani ile intravaskiiler makrofajlarda lokalize oldugu rapor
edilmektedir (Suri et al. 2006). Sigir, domuz ve kopek akcigerinde ise TLR4’iin bronsiyolar
epitelde, pulmonar monosit ve makrofajlarda, intravascular ve alveolar makrofajlarda, biiyiik
kan damarlarinin endotelinde eksprese oldugu bildirilmektedir (Wassef et al. 2004).
Akcigerde TLR’lerinden TLRS5’in predominant olarak pulmonar ve alveolar epitel
hiicrelerinde eksprese oldugu (Sha et al. 2004) ve flagella stimulasyonundan sonra epitel
hiicrelerinin 6zellikle apikal yilizeyine yerlestikleri (Adamo et al. 2004) bilinmektedir Ayrica
TLRS5’in kistik fibrozisli akciger dokusunda yangmin azaltilmasinda antienflamatuvar
etkinliginin oldugu ileri siiriilmektedir (Blohmke et al. 2008). Insanda alveolar makrofajlarin
TLR3, TLRS ve TLR9’u diisiik diizeylerde, TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 ve TLR&’i yiiksek
diizeyde eksprese ettikleri gosterilmistir (Maris et al.2006; Hoppstadter et al.2010). Akciger
endotel hiicreleri sistemik LPS uygulamasini takiben nétrofillerin toplanmasi ve kapilarla
bagka yerlere tasinmasi i¢in gerekli olan TLR4’ii eksprese ederler (Andonegui et al.2003).
Akciger damarlarinda yerlesen notrofiller LPS’ye yanit olarak TLR1, TLR2, TLR4, TLRS ve
TLR9’u eksprese ederler (Koller et al. 2008). Fare ve insan akcigerinde anatomik

yerlesimlerine ve yiizey belirte¢ ekspresyonlarina gore dentritik hiicrelerin alt tipleri
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saptanmistir (GeurtsvanKessel and Lambrecht, 2008; Wikstrom and Stumbles, 2007). TLR
ligasyonu ile aktive olan akciger dentritik hiicreleri dogal ve kazanilmis bagisikli arasindaki
kopriiyli saglamayan askerler olarak rol oynarlar.  Akcigerdeki damarlarda bulunan
plasmacytoid dentritik hiicreler (pDCs) alerjik yanit1 baskilayan TLR7 ve TLR9’ u yiiksek
diizeylerde eksprese ederler ve diizenleyici akciger dentritik hiicreleri ise T hiicrelerinin
diizenlenmesine neden olurlar (Plantinga et al. 2010). Ozellikle, baz1 durumlarda hiicrelerde
TLR transkripsiyon seviyesi fonksiyonel yanitlar ile iliskili degildir (Hoppstadter et al.2010;
Maris et al. 2006). Ornegin, LPS veya mikobakteriyel DNA ile stimiilasyon sonrasinda, insan
alveolar makrofajlar1 yiiksek diizeylerde inflamatuvar sitokin TNF-o iretirler, oysa
interstisyel makrofajlar interstisyel makrofajlar TLR mRNA’larin aymi diizeyde iretirken
immunregiilator sitokin IL-6 ve IL-10 ‘u yiiksek iretirler (Hoppstadter et al.2010). Sonug
olarak 6rnegin LPS ile stimule edilmis monositler tarafindan salgilanan IL-1p yoluyla aktive
olan hava yolu diiz kas hiicrelerinde oldugu gibi, akciger dokusundaki hiicreler TLR duyarh
lenfoid hiicreler ile etkilesim yoluyla aktive olabilirler (Morris et al. 2005). Bu nedenle
akcigerde TLR ligandlarina yanit verme yerlesik ve infiltre olan hiicrelerin igbirligi ile
sekillenir.

TLR’lerinden TLR9’un genel olarak akcigerde alveolar makrofajlar, pulmonar intravaskular
makrofajlar, nétrofil grantilositler bronsiyal epitel hiicreleri, pnomosit II’ler gibi bir¢ok hiicre
tipinde eksprese olmaktadir (Bhan et al. 2008; Schneberger et al. 2009; 2011; Hoppstadter et
al.2010). Saglikli mandalarin akcigerinde TLR9 ekspresyonunun septal makrofajlarda oldugu
gibi alveolar septumlarda zayif eksprese oldugu, hava yolu epitellerinin de zayif boyandigi
vaskuler endotelin ise ¢ogunlukla negatif oldugu, oysa damarlardaki monositlerde TLR9
ekspresyonunun kuvvetli pozitif oldugu ifade edilmektedir (Sethi et al. 2011). Sunulan
calismada erigkin akcigerinde TLR2, TLRS ve TLR9’un alveol duvarindaki bazi hiicrelerde

eksprese oldugu goriilmiistiir. Bronsiyol epitelinde TLR nin bazi hiicrelerin c¢ekirdeklerinde,
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TLRS5’in brong epitel hiicrelerinin bazal sitoplazmasinda, TLR9’un ise epitel hiicrelerinin hem
bazal hem de apikal sitoplazmalarinda lokalize oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu TLR’inin
hayvan tiirlerine gore farklilik gosterdiginin kanit1 olarak yorumlanmastir.

Bugiine degin sadece insan, fare (Harju K, Glumoff V, Hallman M (2001) Ontogeny of toll-
like receptors TIr2 and TIr4 in mice. Pediatr Res 49: 81-83) ve koyunda fotal akcigerlerde
TLR ekpresyonu incelenmis olup neonatal siirece iliskin herhangi bir bilgi bulunmamaktadir.
Bu nedenle sunulan ¢alisma neonatal siirecte ratlarin akcigerinde TLR ekspresyonun gosteren
ilk ¢aligmadir. Immunohistokimyasal bulgular postnatal gelisim siirecindeki ratlarda
TLR’lerinin hiicrelerdeki lokalizasyonlarinin reseptoér tipine bagli olarak membransel,
sitoplazmik ve nuklear yerlesim gosterdikleri saptanmistir. Bunlardan TLR2, TLR5 ve TLR9
membransel, sitoplazmik ve nuklear yerlesim gdsterirken TLR4’in membransel olarak
ekprese oldugu gdzlenmistir. Dogum sonrasi birinci giinden 15. Giine kadar olan neonatal rat
akciger ornekleri incelendiginde TLR’lerinden TLR2, 5 ve 9’un akcigerin bronsiyal epitel ile
bronsiyal kaslar, alveolar epitel, intestisyumdaki hiicreler, kan damar endoteli ile baz1 kan
hiicreleri tarafindan eksprese edildiklerini ortaya koymustur. TLR4’lin bronsiyol epitelinde

eksprese olmadig tespit edilmistir.

Bugiine degin yapilan ¢alismalar predominant TLR tipinin TLR2 oldugunu, diger TLR nin
(TLR3, TLR4 ve TLR5) agirlikli olarak intraseliiler yerlesim gosterdikleri veya diisiik
seviyeli olarak yiizeyde eksprese olduklarini gostermektedir. Bununla birlikte bu TLR’ler
mikrobiyel faktdrlerle sitimulasyonu takiben membrana harkete edebilirler. Ornegin TLR4’iin
hiicre yiizeyine lokalizasyonu RSV ile saglanir (Monick M. M. Yarovinsky T. O. Powers L.
S. Butler N. S. Carter A. B. Gudmundsson G. and Hunninghake G. W. (2003): Respiratory
syncytial virus up-regulates TLR4 and sensitizes airway epithelial cells to endotoxin. J. Biol.
Chem. 278, 53035-53044). Bu bilgilerin aksine ¢alismamiz sonuglari neonatal siiregteki sican

akcigerinde TLR2’nin predominat reseptor tipi olmadigi, TLR2, TLR4, TLRS ve TLR9un
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dominant reseptorler olarak bulundugunu gostermistir. Erigkin akciger 6rneklerin e iliskin
sonuglarimiz ise TLR4’lin diger reseptor tiplerine gore predominant reseptdr tipi olarak

eksprese edildigini gostermistir.

TLR arasinda TLR2, TLR4 ve TLRS en ¢ok incelenen reseptorler olup bunlarin akciger
dokusundaki ekspresyonlari farkliliklar gosterdigi bildirilmektedir. TLR’inden TLR2 mRNA
ve proteininin insan akcigerinde alveol epitel hiicrelerinden pnomosit II ve alveolar
makrofajlarda (Droemann et al. 2003), ayrica hava yolu diiz kas hiicrelerinde (Berndt et al.
2007; 2006; Basu and Fenton, 2004; Chaudhuri, et al. 2005; 2007; Janardhan 2006; Wassef et
al. 2004; Suri et al. 2006; Sukkar et al. Wassef et al. 2004) eksprese oldugu rapor
edilmektedir. Sunulan ¢alismada da incelenen neonatal siiregte TLR2 nin bronsiyol ve alveol
epitel hiicreleri ile kan damarlarinin endotel ve medya katmanlarinda ve bunun yam sira
interstisyel bagdokudaki bazi hiicrelerde lokalize oldugu tespit edilmistir. Bazal sartlar altinda
TLR8 ve TLRY9 hari¢ TLR1-10 mRNA’larinin hava yolu diiz kas hiicrelerinde eksprese
oldugu, yine bazal sartlarda TLR4’iin mRNA ekspresyonunun diger TLR’ne gore oldukga
diisiik diizeyde oldugu, stimule edildiginde de TLR2 ve TLR3’iin diizeylerinden diisiik
oldugu, TLR8 ve TLRY ekspresyonlarinin ancak Tiimor nekrotik faktor alfa (TNF-a)
tarafindan artirildig: bildirilmektedir (Sukkar et al. 2006). Akcigerde TLR’lerinden TLRS5’in
predominant olarak pulmonar ve alveolar epitel hiicrelerinde eksprese oldugu (Sha et al.
2004) ve flagella stimulasyonundan sonra epitel hiicrelerinin 6zellikle apikal ylizeyine
yerlestikleri (Adamo et al. 2004) bilinmektedir. Ayrica TLR5’in kistk fibrozisli akciger
dokusunda yanginin azaltilmasinda antienflamatuvar etkinliginin oldugu ileri siiriilmektedir
(Blohmke et al. 2008). TLR’lerinden TLR9 da akcigerde alveolar makrofajlar, pulmonar
intravaskular makrofajlar, notrofil graniilositler bronsiyal epitel hiicreleri, pnomosit II’ler gibi
birgok hiicre tipinde eksprese olmaktadir (Bhan et al. 2008; Hoppstadter et

al.2010;Schneberger et al. 2009; 2011). Calismamizin sonuglar1 neonatal siirecteki siganlarda
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literatiir bilgilere paralel olarak TLR2, TLRS ve TLR9’un akcigerin tiim bilesenleri
tarafindan, TLR4’1 nise bronsiyol epiteli hari¢ diger bilesenler tarafindan eksprese edildigini
gostermistir.

Cesitli tiirlerde TLR2 ve 4 ekpresyonunun gelisime bagli olarak arttig1 ifade edilmektedir.
Farelerede TLR2 ve 4’iin mRNA diizeyleri gebeligin erken doneminde (embriyonik 14. giin)
oldukca diisiik oldugu pseudoglandular evereden sakkuler evreye geciste 8 kat arttif
bildirilmektedir (Harju K, Glumoff V, Hallman M (2001) Ontogeny of toll-like receptors TIr2
and TIr4 in mice. Pediatr Res 49: 81-83). Petrikin ve ark. (2010) insan fotal akciger
dokularinda TLR2 gen ekspresyonlarinin erken psdydoglandular evreden gec
psOydoglandular ve kanalikuler evreye dogru artis gdsterdigini ve kanalikuler evredeki TLR2
mRNA diizeylerinin eriskin diizeylerininkine hemen hemen yaklasik degerde oldugunu ifade
etmektedirler. Bununla birlikte, koyunda TLR2 i¢in mRNA diizeyinin gebeligin 108. giiniinde
eriskin degerlerinin %20’si iken yeni doganlarda %50’sine ulastifi, TLR4 i¢ci mRNA
diizeylerinin de TLR2’ye benzer oldugu belirtilmektedir. Sunulan ¢alisma akciger gelisinin
alveolar evresi olup ratlarda da incelenen TLR’lerinden TLR2, TLR5 ve TLR9
ekpresyonlarmin dogum sonrasi birinci giinden 15. giine kadar olan periyodta herhangi bir
onemli degisiklik gdstermedigi, ancak eriskin akcigerinde alveol duvarindaki ve
interstisyumdaki bazi hiicrelerde bu reseptorler icin pozitif reaksiyonunun bulundugu tespit
edilmistir. TLR4’iin akciger lokalizasyonu ve ekpresyonlarinda ise yasa bagli herhangi bir
onemli degisiklik gbzlenmemistir. Bu bulgular sican akcigerinin dogum sonrasi déneme
hazirlik olarak TLR’ini ekprese ettiklerinin énemli bir gostergesidir. Nitekim Yeni doganlarda
Th1 tip immun yanit baskilanirken, Th2 tip immun yanitin gelistigi ve TNF, IFN- a, IFNy, IL-
12, IL-1b gibi Th1 tip sitokinler azalirken IL-6, I1L-8, IL-10 ve IL-23 gibi Th2 tip sitokinlerin
arttig1 bilinmektedir. Ayrica neonatal donemde komplement diizeylerinin diistik, 16kosit ve

makrofajlarin sayilarinin az oldugu ve fonksiyonlarinin bozuldugu, ¢ogu T hiicrelerinin
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fenotip ve fonksiyonlarinin yetersiz oldugu, immunoregiilator sitokin ekspresyonun zayif
oldugu belirtilmektedir (Kollmann et al. 2009; Levy et al. 2004). Bu bilgiler 1s18inda
calismamizin bulgular1 akciger alveolleri yetiskindeki sayiya heniiz ulasamamis olan ve dogal
immun sistemleri yeterli olmadigi diisiiniilen neonatal déonemdeki sigan akcigerinin ¢evresel
faktorlere karst korunabilmek iizere tiim yapidal bilesenleri ile TLR2, TLR4, TLR5 ve
TLR9’u eksprese ettigini gdstermistir.

Sonug olarak sigan akcigerinin postanatal doneme adaptasyonu igin patojenlere karsi dogal
immun yanitt baglatan anahtar molekiiller olan TLR’leri ile donatilmalarinin prenatal

dénemde tamamlanmis oldugu kanisina varilmistir.
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