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INVOLUSYON DONEMINDEKI SICAN UTERUSUNDA ISI SOK PROTEINLERI

OZET

Bu arastirma, fizyolojik ve non-fizyolojik sartlar altindaki Okaryotik hiicrelerde hiicre
siklusunun devamliliginda, hiicre proliferasyonu ile gelisiminde, hiicre canlilig1 ve oliimiinde,
hiicre iskeletinin organizasyonunda, hiicresel yaslanmada islev goren proteinler olan 1s1 sok
proteinlerinin (Hsp) postpartum 1., 3., 5., 10., 15. giinlerde ve gebeligin 5. gilinlinde sican
uterusundaki lokalizayonlarinda olusabilecek degisimleri immunohistokimyasal ydntemle
ortaya koymak amaciyla yapildi. Caligmada toplam 30 disi sican kullanildi. Hsp60, Hsp70,
Hsp90 ve Hsp105/110°nun incelenen tiim donemlere ait siganlarin uteruslarinda luminal ve
bez epitelinde, stromal hiicrelerde, mast hiicrelerinde, miyometriyumdaki diiz kas
hiicrelerinde, damar endoteli ile diiz kas hiicrelerinde eksprese oldugu gozlendi. Bu hiicrelerde
Hsp105/110’un sitoplazmik, Hsp90 ve Hsp70’in sitoplazmik ve niiklear, Hsp60’in ise
sitoplazmada partikiiller seklinde (mitokondriyal formda) bir immunboyanma sergiledikleri
saptandi. Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve Hsp110’un hiicrelerdeki boyanma yogunluklarimin gerek
gebelik ve gerekse involiisyon siirecinde yapisal degisimlere paralel degisimler gosterdigi

tespit edildi.

Sonug olarak, Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve Hsp110’nun involiisyon donemindeki uterusun ¢ogu
bileseninde eksprese oldugu ve involiisyon slirecine bagli olarak degistigi saptanmis olup, bu
molekiillerin involiisyon siirecindeki uterusun endometriyumunda rejenerasyon ve apopitoz,

miyometriyumunda miyositlerin klasmatosisi ve apoptozisi gibi olaylar ile immunolojik

olaylarda gorev alabilecekleri ileri siiriilebilir.

Anahtar kelimeler: sigan, uterus, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp105/110, immunohistokimya.



HEAT SHOCK PROTEINS IN RAT UTERUS DURING THE POSTPARTUM

INVOLUTION PERIOD

ABSTRACT

This study was conducted to demonstrate the possible changes in localization of Heat shock
proteins which their functions in eukaryotic cells are the continuity of the cell cycle, cell
proliferation, and the development and measurement of cell viability, cytoskeleton
organization, cellular aging under physiological and non-physiological conditions, at 1st, 3th,
5th, 10th and 15th days of postpartum and at day 5 of pregnancy rat uterus, using
immunohistochemical techniques. In the study, 30 female rats were totally used. It was
observed that Hsp60, Hsp70, Hsp90 and Hsp105/110 localized to the luminal and glandular
epithelium, some stromal cells, mast cells, muscle cells in the myometrium as well as and the
endothelium and smooth muscle cells of blood vessel in rat uterus throughout involution
period and day 5 of pregnancy. In these cells, Hsp105/110 is cytoplasmic, Hsp90 and Hsp70
cytoplasmic and nuclear, Hsp60'in the form of particles in the cytoplasm (mitochondrial form)
exhibited an immunostaining was detected. It was found that the immunostaining intensities
of Hsp60, Hsp70, Hsp90 and Hspl05/110 in cells were changed as paralell to structural

changes in the involution process and pregnancy of uterus.

Consequently, it was determined that Hsp60, Hsp70, Hsp90 and Hsp105/110 were expressed
in the most component of uterus, but these expressions were determined to be changed
depending to duration of involution, it might be asserted that these molecules can work in
such cases endometrial regeneration and apoptosis, and klasmatosis and apoptosis of

myometrial myocytes as well as immunological events at duration of involution.

Key words: Rat, uterus, Hsp60, Hsp70, Hsp90, Hsp105/110, immunohistochemistry



1. GIRIS/ AMAC VE KAPSAM

Uterus c¢ok sayida fonksiyona sahip bir disi genital orgamidir. Ciftlesme sirasinda
miyometriyal kontraksiyonlar spermiyumlarin uterus lumeninden ovidukta tasinmasinda,
endometriyal bezlerin salgis1 ise spermlerin kapasitasyonunda Onemli rol oynar. Uterus
luteolitik veya antiluteolitik etkiler gostererek ovaryumda korpus luteumun fonksiyonunu
diizenler. Steroid hormonlarin etkisi altinda farklilagarak blastosistin implantasyonunu
kolaylastirir. Implantasyondan sonra da embriyonun gelisimi igin uygun ortam olusturur.
Gebelikte embriyonun gelisimine paralel olarak yapi, hacim ve pozisyon agisindan
degisikliklere ugrar. Gebelik siiresince uterusun kontraktilitesi gegici olarak durur ve dogumla
birlikte yeniden baglar. Dogumun tamamlanmasindan sonra uterusun anatomik, histolojik ve
fizyolojik acidan gebelik Oncesi durumuna donmesi i¢in gegen siire¢ postpartum donem
(postparturient veya puerperal donem) olarak tanimlanir. Postpartum donem, fertilitenin
strekliligi yoniinden olduk¢a Onemli olup, uterusda meydana gelen degisiklikler uterus

involusyonu olarak adlandirilir (Hafez and Hafez B, 2000).

Involusyon, gebeligin oldugu kornunun gebeligin olmadigi kornuya c¢ok yakin olgiilere
donmesi, pelvik c¢atidaki normal yerine gelmesi, normal tonusunu ve igerigini tekrar
kazanmasi olarak tanimlanir. Dogum sonrast 1- 6 giinler arasinda uterusun yas doku agirligi 8
kat azalir (Shkurupiy et al., 2008a). Involiisyon, bir yara iyilesmesine benzer sekilde doku
kaybr ve doku rejenerasyonu olmak tizere iki asamada gerceklesen kompleks bir biyolojik
olgudur. Bu olgu uterus endometriyumundaki hiicrelerin apoptozisi, ndtrofil graniilosit girisi,
lipaz, karbohidraz, proteaz, niikleaz gibi yikic1 enzimlerin salgilanmast ve hiicre
dokiintiilerinin fagositozu ile (Nilsen-Hamilton et al., 2003), uterusun miyometriyumunundaki
miyositlerin klasmatosisi (sitoplazmik pargalanmasi), fibroblastlarda otofagositozis ve

miyositlerin apoptozisi olaylarini igine alir (Shkurupiy et al., 2008a, Shkurupiy et al., 2008a).



Uterusun involusyon siirecini endometriyumun rejenerasyonu yaninda bakteriyel
kontaminasyonunun eliminasyonu da etkiler. Gebelik siiresince serviks miikéz bir tipa ile
kapali oldugundan uterus lumeni bakteriyel kontaminasyondan korunur. Ancak, uterusu
koruyan bu fiziksel bariyer dogum sirasinda ortadan kalkar. Yavrunun dogumunu takiben
olusan negatif basing nedeniyle gaita ve g¢evredeki mikroorganizmalar kolayca uterusa
girerler. Gebelik siiresince uterus anaerob bir ortam olmasina ragmen sterildir. Ideal olarak
postpartum doénem de non-infeksiydz bir periyod olup, uterus biiyiikliigiindeki azalma ve
uterus iceriginin te yonlii akisi ile serviksin kademeli olarak kapanmasi mikrobiyal
kontaminasyonu Onler. Ancak uterusdaki nekrotik doku, hiicre dokiintiileri, fotal sivilar ve
kan bakteriler i¢in uygun ireme ortami olustururlar. Uterus endometriyumu uterusu
infeksiyonlara kars1 koruyan dogal savunma bir savunma sistemine sahip olan bir mukozadir.
Dogumu takiben periferal kandan uterus lumenine ilk olarak nétrofil gocii sekillenir. Boylece
bakterilere karsi fagositik bir bariyer olusturularak bakterilerin eliminasyonu saglanmaya
calisilir. Postpartum donemde uterus involiisyonu fizyolojik bir olgu olmasina karsilik,
humoral immun mekanizmalardaki ve lokal immun sistemdeki yetersizlikler nedeniyle
uterusun savunma sisteminin bakteriyel ajanlara karsi etkisiz kalmasi uterusta bir enfeksiyon

sekillenmesine yol acar ve postpartum uterus enfeksiyonu (metritis) sekillenebilir.

Is1 sok proteinleri fizyolojik ve non-fizyolojik sartlar altindaki prokaryot ve Okaryotlarda
bulunan proteinler olup, Okaryotik hiicrelerde hiicre siklusunun devamliliginda, hiicre
proliferasyonu ile gelisiminde, hiicre canliligt ve Oliimiinde, hiicre iskeletinin
organizasyonunda, hiicresel yaslanmada islev goriirler (Pechan, 1991). Is1 sok proteinleri
hiicrede saperon molekiiller olarak olgunlagsmamis olan ve stres sonucu yanls katlanmig
proteinlerin dogru katlanmasina yardim ederek veya onlarin agregasyonunu onleyerek protein
homeostasisinde 6nemli bir rol oynarlar (Walter and Buchner, 2002). Memeli 1s1 sok

proteinleri molekiil agirliklarina gére Hsp110, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp40 ve kiiciik 1s1 sok
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proteinleri olarak siniflandirilirlar (Kazmierczuk and Kilianska, 2009). Her bir 1s1 sok protein
ailesini olusturan iiyeler ya yapisal olarak ya da indiiklenme sonucu hiicrenin farkli hiicresel
komponentlerine lokalize olurlar. Is1 sok proteinleri, hiicrelerde normal fizyolojik sartlarda
diistik diizeylerde bulunurlar. Ancak infeksiyon, yangi, egzersiz, etanol, arsenik, agir metaller,
ultraviyole 1sinlar1 gibi hiicresel toksinlere maruz kalma, aclik, hipoksi, oksijen yetersizligi,
duygusal ve mekanik stres gibi stres faktorlerinin varhiginda artis gosterirler (Lindquist S and
Craig, 1988; Cotto and Morimoto, 1999; Santoro, 2000). Hsp90, Hsp70 ve Hsp60 memeli
hiicrelerinin yapisinda bulunurlar, oysa Hsp70 ve Hsp27 farkli stresorler tarafindan
indiiklenirler (Lindquist S and Craig, 1988; Cotto and Morimoto, 1999; Santoro, 2000). Ist
sok proteinleri apoptozisin diizenlenmesinde son derece kompleks bir role sahiptirler (Bere,
2004; Lanneau et al, 2008). Is1 sok proteinlerinden Hsp27 ve Hsp70 antiapoptotik oldugu
halde, Hsp60 ve Hspl0 proapoptotik etkilidir. Hsp90’nin ise apoptotik uyarana bagli olarak
farkli molekiiler partnerlere sahip oldugu ve agirlikli etkisinin antiapoptotik oldugu
bildirilmektedir (Garrido, 2001; Lanneau et al., 2007). Hsp60, Hsp70, Hsp90 gibi 1s1 sok
proteinlerinin antijen sunumu, makrofaj ve lenfositlerin aktivasyonu, dentritik hiicrelerin
olgunlagsmasi ve aktivasyonu gibi immunolojik olaylarda da 6nemli roller iistlendigi rapor

edilmektedir (Moseley, 2000; Multhoff, 2006; Tsan and Gao, 2009; Multhoff, 2009).

Is1 sok proteinlerinin sentezlerinin steroid hormonlar gibi indiikleyicilerin etkisiyle arttigi,
genital sistemde steroid reseptorler i¢in saperon molekiiller oldugu (Koshiyama et al., 1995;
Pratt and Toft, 1997) ve bu proteinlerin implantasyon, desidualizasyon ve plasentasyon
sirasinda 6nemli roller tistlendigi (Li et al., 1996) bilinmektedir. Is1 sok proteinlerinin sekstiel
siklus, gebelik ve dogum sirasinda uterusdaki lokalizasyonlar1 insan ve ¢esitli hayvanlarda
yapilan ¢aligmalarla (Koshiyama et al., 1995; Nip et al., 1994; Komatsu et al., 1997
Tabibzadeh et al., 1996; tabibzadeh et al., 1999; Wu et al., 1996; Tyson et al., 2008; Mariani

et al., 2000; Cross et al., 2007; Ciocca et al., 1996; Lachance et al., 2007; Maclintyre et al.,
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2008; White et al., 2005; Neuer et al., 1997; Neuer et al., 2002; Yuan et al., 2009) ortaya
konmus olup, bu ¢alismalarda 1s1 sok proteinlerinden Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve Hsp110/105’in
ekspresyonlarinin 6zellikle endometriyumda seksiiel siklusa ve gebelige bagli degisimler
gosterdigi bildirilmektedir. Is1 sok proteinlerinden Hsp20, Hsp27 ve aB-crystalin gibi kiigiik
molekiil agirhikli proteinlerin ise uterusun miyometriyumunda diiz kas hiicrelerinin
proliferasyonu, go¢ii, canliligi, sinyal proteinlerinin olusumu ve kontraksiyonlarin
regiilasyonunda rol oynayan saperonlar oldugu belirtilmektedir (Tyson et al., 2008; Mariani et
al., 2000; Cross et al., 2007; Ciocca et al., 1996; Lachance et al., 2007; Maclntyre et al., 2008;
White et al., 2005; Salinthoneet al., 2008; hatayama et al., 1997). Kii¢iik molekiiler agirlikli
proteinlerden Hsp20’nin gebelik sirasinda miyometriyal miyositler {izerinde relakse edici
etkilerinin bulundugu (Tyson et al., 2008), gebe siganlarda Hsp20 ekspresyonunun gebeligin
erken doneminde ¢ok yiiksek iken, dogumda azaldigi bilinmektedir (Cross et al., 2007).
Dogumda miyometriyumda Hsp27 ve aB-crystalin’de %69 oraninda bir azalma oldugu, total
Hsp27 diizeyinin degismedigi ancak Hsp27-Ser15°nin {i¢ kat arttifi, dolayisiyla Hsp27
fosforilasyonunun arttig1 ifade edilmektedir (Maclintyre et al., 2008).

Uterusun involusyon siirecinde apoptosis ile notrofil graniilosit giriginin olmasi ve 1s1 sok
proteinlerinden 6zellikle Hsp60, Hsp70, Hsp 90 ile Hsp110/105’in hem hiicresel apopitoz,
hem de immunolojik mekanizmalardaki etkinlikleri birlikte ele alindiginda, uterusun
involusyon siirecinde 0Ozellikle bu proteinlerin ekspresyonlarimin farklilik gosterebilecegi
disiincesi akla gelmektedir. Buradan yola ¢ikilarak hazirlanan bu c¢alismada uterusun
endometriyal ve miyometriyal dokularinda 1s1 sok proteinlerinden Hsp60, Hsp70, Hsp 90 ve
Hsp110/105°in lokalizasyonlarinin belirlenmesi ve bu baglamda involiisyon siirecinde 1s1 sok

proteinlerinden hangisinin veya hangilerinin etkin oldugunun ortaya konmasi amaglanmastir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1, Uterusun yapisi

Uterus ovaryumdan salgilanan hormonlarin etkisi altinda yapisal degisiklikler gdsteren ve
ovidukt ile vagina arasinda yer alan 6nemli bir disi genital sistem organidir. Uterus duvari
histolojik olarak ii¢ ana katmandan olusur: Tunika mukoza (endometriyum), Tunika

muskularis (miyometriyum), Tunika seroza (perimetriyum)

2.1.1. Tunika mukoza (endometriyum): Lamina epiteliyalis ve lamina propriya (stroma)

olmak tizere iki alt katmandan olusur.

Lamina epiteliyalis: Insan, at, etciller ve siganda tek katli prizmatik, gevisgetirenler ve
domuzda ¢ok katli veya yalanci ¢ok katli prizmatik epitel olup silyumlu ve sekresyon yapan

hiicreler igerir.

Lamina proriya: Fibroblastlar, makrofajlar, mast hiicreleri, kan damarlar1 ve basit tubuler
ozellikte bezler (uterus bezleri-Gll. uterinae) iceren gevsek bagdokusundan olusur. Uterus
bezlerini olusturan epitel yiizey epiteline benzemekle birlikte az sayida silyumlu hiicreler
icerir. Pubertiden Once endometriyum inaktif olup tubular bezler, yogun bir fibroblastik
stroma (lamina propriya) ve ince kan damarlarimi igerir. Endometriyum hipofiz bezi ve
ovaryumlarin hormonal aktivitesi sonucu degisimler gosterir. Bezler stroma ve kan
damarlarinda gozlenen bu degisiklikler uterinal siklus olarak adlandirilir. Ovaryumdaki
degisikliklerle birilkte endometriyal degisiklikler genital siklus (sekstiel siklus veya Ostrus
siklusu) olarak adlandirilir. Ovaryumdan salgilanan steroid hormonlarin (Ostrojen ve

progesteron) etkisi altinda endometriyal degisiklikler ii¢ evre altinda toplanabilir:

Proliferasyon evresi: Hipofizden salgilanan FSH (follikiil stimule edici hormon)’n etkisiyle

ovaryumlarda follikiillerin gelistigi donemdir. Bu nedenle follikiil hormonu evresi adi da
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verilir. Follikiil gelisimine paralel olarak dstrojen seviyesinde bir artis s6z konusu oldugundan
ostrojenik evre olarak da adlandirilir. Ostrojenin mitozu aktive etmesi sonucu stromal

hiicrelerin artig1 ve uterus bezlerinin biiyiimesi ile endometriyumun kalinliginda artis gézlenir.

Sekresyon evresi: Hipofizden salgilanan LH (Luteinizasyon hormonu)’nin etkisiyle
ovaryumda Graff follikiiliiniin patlamast sonucu sekillenen ovulasyonu izleyen donemdir.
Lutein hormonu evresi (Luteal evre) olarak da adlandirilir. Bu donemde uterus bezleri
glikoproteinden zengin bir salg1 yapmaya baslarlar. Bez epitelyum hiicrelerinin sitoplazmalar1
ve bezlerin lumenleri salgi ile dolarak hacimli bir goriiniin alirlar. Bezler lamina propriyay1
hemen tamamen doldurur. Kapilar damarlarin gecirgenliklerinin artmasi sonucu lamina

propriya 6demli bir hal alir.

Involiisyon evresi: Dollenme olmadigi takdirde kandaki progesteron seviyesinde diisiise
paralel olarak uterus bezlerinde sekresyon durur, bezler kiigiilir ve endometriyumun
kalinliginda bir azalma gozlenir. Bu degisikliklerin oldugu evre involiisyon evresi olarak

tanimlanir.
2.1.2. Tunika muskularis (miyometriyum):

Uterus duvarmnin en kalin katmani olan miyometriyum organizmadaki en uzun diiz kas
hiicrelerini igerir. Miyometriyum icte kalin sirkiiler, dista ince longitudinal seyirli iki kas
katmanindan olusur. Bu iki katman straum vaskulare adi verilen arter, ven ve lenf

damarlarindan zengin bir bagdoku alan1 bulunur.
2.1.3. Tunika seroza (perimetriyum):

Uterusun en dis katmani olup peritonun viseral yapragindan olusur. Dis ylizeyi mezotel
hiicrelerinden olusan bu katman subseroza adi verilen i¢inde kan ve lenf damarlar1 bulunan

gevsek bagdoku ile miyometriyuma baglanir.
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2.2. Sicanlarda postpartum uterus involiisyonu.

Involiisyon; disi genital organlarm dogumu sonrasi normal &lgiilerine ve fonksiyonlarina
doénme siireci olarak tanimlanir. Involiisyon siireci normal fizyolojik bir siirectir. Disi genital
organlar arasinda en belirgin olarak uterusta goriilen involiisyon bir yara iyilesmesine benzer
sekilde doku kayb1 ve doku rejenerasyonu olmak iizere iki asamada gergeklesen kompleks bir
biyolojik olgudur. Bu olgu genel olarak hem endometriyumdaki hem de miyometriyumdaki
hiicresel degisiklikleri i¢ine alir (Shkurupiy et al., 2008a; Shkurupiy et al., 2008b; Nilsen-
Hamilton, et al. 2003; 995: 94-108). Bu degisiklikler epiteliyal rejenerasyon ve proliferasyon,
stromal bagdokunun temel maddesindeki suda eriyebilir mukoprotein ve mukopolisakkarid
iceriginin artmasi, matriks metalloproteinazlardan MT1-MMP, MMP2, MMP9‘un artisina
bagli olarak ekstraseliiler matriks ile kollajenin bozulmasi (degradasyon), miyometriyal
hiicrelerin otolizi ve uterus kontraksiyonlarindan olusur (Warbrick, 1955; Harkness an
Moralee 1956; Maibenco, 1960; Henell et al., 1983; Elkhalil et al., 2005; Manase et al., 2006;
Alan ve Liman, 2011). Siganlarda dogum sonrasi erken postpartum Ostrus goriilmesi
nedeniyle re-epitelizasyonun ilk 36 saat icerisinde gerceklestigi (Warbrick, 1955; Elkhalil et
al., 2005), ancak epitelin rejenerasyon ve farklilasma siirecinin 10. giine kadar devam ettigi
(Alan ve Liman, 20011 ) belirtilmektedir. Siganlarda involiisyon siirecinde uterusdaki yapisal
deisikleri inceleyen Alan ve Liman (2011) postpartum 1. giinde genis olan uterus lumeninin
mukozal diirimlerle kusatildigini, kriptlerin derin ve diizensiz oldugunu, intraepiteliyal
kapilar damarlarla birlikte farkli hiicre tipleri iceren epitelin yalanci ¢ok katli prizmatik,
lamina propriyanin ise 6demli oldugunu bildirmektedirler. Postpartum 3. giinde intraepiteliyal
damarlarin kayboldugunu, kriptlerin derinliklerinin azaldigini, lamina propriyanin hiicre
yogunlugunun arttigini, 5. giinde ise uterus lumeninin daralarak T seklini aldigini, epitelin

ayn1 tipteki prizmatik hiicrelerden olustugunu ve c¢ok az kript bulundugunu rapor
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etmektedirler. Bu yazarlar postpartum 10. ve 15. giinlerde kriptlerin tamamen kayboldugunu,
yiizey epitelinin ise yliksek prizmatik 6zellik kazandigin1 belirtmektedirler. Postpartum 1., 3.
ve 5. giinlerdeki yiizey epitel yiiksekliklerinin, 10. ve 15. giinlerdekinden farkli oldugunu
(p<0.01), 1., 3., ve 5. giinlerde Olgiilebilen kript yiiksekliklerinin de farklilik gdsterdigini
(p<0.01) ifade etmektedirler. Gerek stroma ve gerekse miyometriyum kalinliklarinin da
postpartum birinci giinden 10. giine kadar degisim gosterdigini ve siganlarda uterus
involiisyonunun postpartum 10. giinde tamamlandigini ileri siirmektedirler. Nitekim Elkhalil
ve ark. postpartum birinci giinde longitudinal diiz kas tabakasinin genis bagdoku alanlarina
sahip oldugunu, postpartum 3. giinde bu alanlarin azaldigini1 ve bu azalmanin da postpartum
10. giine kadar devam ettigini bildirmektedirler. Postpartum birinci giinde miyometriyumun
sirkiiler katmaninda mekik sekilli hiicrelerin daha belirgin oldugunu, postpartum 3. giinde bu
hiicrelerin mekik seklini kaybederek daha kompakt bir yapt kazandigini da ifade
etmektedirler. Postpartum 3. giinde diiz kas hiicrelerinde hem apopitoz, hem de hiicre
proliferasyonunun en yiiksek diizeyde oldugu bildirilmektedir (Takamoto et al., 1998; Elkhalil
et al., 2005). Elkhalil ve ark. (2005) da postpartum 10. giinde si¢an uterusunda sirkiiler kas
tabakasinin gebe olmayan uterusunkine benzer 6zellik gdsterdigi ve involiisyoniin 10. giinde

tamamlandigin ifade etmektedirler.
2.3. Is1 sok proteinleri

Is1 sok proteinleri veya stres proteinleri, normal sartlar altindaki hiicrelerde bulunan, fakat 1s1
yiikselmesi gibi stres faktorlerine maruz kalan hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese olan bir
protein ailesidir. Bu proteinlerin prokaryotik bakterilerden memelilere kadar tim
organizmalarda bulundugu ortaya konmustur (Schlesinger, 1990). ilk olarak 1962 yilinda 1s1

stresine maruz kalan meyve sineginin (Drosophila melanogaster) tiikiiriik bezinde kesfedilmis
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(Ritossa, 1962) olan bu proteinler, 1974 yilinda Tissiere ve ark. (Tissiere et al., 1974)

tarafindan 151 sok proteinleri olarak adlandirilmistir.

Is1 sok proteinleri dkaryotik hiicrelerde hiicre siklusunun devamliliginda, hiicre proliferasyonu
ile gelisiminde, hiicre canlilig1 ve Sliimiinde, hiicre iskeletinin organizasyonunda, hiicresel
yaslanmada islev goriirler (Pechan, 1991). Is1 sok proteinlerinin bazi iiyelerinin esansiyel
rolleri protein homeostasisi oldugu i¢in biitiin organizmalarda diisiik veya orta seviyelerde
bulunurlar. Is1 sok proteinleri Ozellikle infeksiyon, yangi, egzersiz, etanol, arsenik, agir
metaller, ultraviyole 1sinlar1 gibi hiicresel toksinlere maruz kalma, aglik, hipoksi, oksijen
yetersizligi, duygusal ve mekanik stres gibi stres faktorlerinin varliginda artis gosterirler

(Lindquist and Craig, 1988; Cotto and Morimoto 1999; Santoro, 2000).
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Is1 sok proteinini indiikleyen durumlar

Fizyolojik

Patolojik

Cevresel

Hiicre bolinme siklusu

Biiyiime faktorleri
Hiicre farklilagsmasi
Doku geligimi

Hormonal stimiilasyon

Viral infeksiyon

Bakteriyel infeksiyon
Parazitik infeksiyon
Ates

Yangi

Iskemi

Hipertrofi

Oksidan yaralanma
Malignite
Otoimmunite
Toksinler

Lipopolisakkarid

Is1 degisiklikleri
(soguk, sicak stresi)
Agir metaller

Alkol
Antibiyotikler

Radyasyon
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Is1 s0k proteinleri ve ozellikleri (Prohaszka and Fiist, 2004)

Okaryotik Gen Gen ad1 Gen lokasyonu Hiicresel
(Prokaryotik) sembolii lokalizasyon
aile
Hsp110 (C1P) Hspl05A, Heat-shock 110 kDa 13q12.3 Sitosol/gekirdek
Hsp105B protein
APG-1 Heat-shock 110 kDa 4928 Sitosol/¢ekirdek
protein, osmotic stress
protein 94
APG- Heat-shock 70 kDa 5g31.1-g31.2 Sitosol/gekirdek
2/HspA4 protein 4 (Hsp apg-2)
Hsp90 (HtpG) HspCA Heat-shock 90 kDa 14932.3 (493.5, Sitosol, ¢ekirdek
protein 1, alfa 11p14.1-14.2, 1g212-
022, pseudogenes)
HspCB Heat-shock 90 kDa 6pl12 (4921-925, Sitosol, ¢ekirdek
protein 1, beta 15pter-g21,
pseudogenes)
TRAP1 Heat-shock protein 75 16p13.3 Mitokondriyon
Hsp70 (DnaK) HspAlA Heat-shock 70 kDa 6p21.3 Sitosol, ¢ekirdek
protein 1A
HspAlB Heat-shock 70 kDa 6p21.3 Sitosol, ¢ekirdek
protein 1B
HspAlL Heat-shock 70 kDa 6p21.3 Sitosol, ¢ekirdek
protein-like 1
HspA2 Heat-shock 70 kDa 14g24.1 Sitosol, ¢ekirdek
protein 2
HspA3 Heat-shock 70 kDa 21 Sitosol, ¢ekirdek
protein 3
HspAS Heat-shock 70 kDa 9¢33-g34.1 Endoplazmik
protein 5 (glucose retikulum
regulated protein,
78 kDa, grp78, BiP
HspA6 Heat-shock 70 kDa lcen-qter Sitosol, ¢ekirdek
protein 6 (Hsp70B")
HspA7 Heat-shock 70 kDa 1923.1 Sitosol, ¢ekirdek
protein 7 (Hsp70B)
HspA8 Heat-shock 70 kDa 11923.3-g25 Sitosol, ¢ekirdek
protein (HSC70)
HspA9A Heat-shock 70 kDa Insanda bilinmiyor, Sitosol, ¢ekirdek
protein 9A (mortalin 1) | farede kromozom 18
HspA9B Heat-shock 70 kDa 5031.1 Sitosol, ¢ekirdek
protein 9B (mortalin-2)
Hsp60 (GroEL) | HspD1 Heat-shock 60 kDa 12912-13.2 Mitokondriyon,

protein (chaperonin)

sitosol
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Is1 sok proteinlerinin molekiil agirliklari 10-150 kDa arasinda degismekte olup,
fonksiyonlarindan ziyade molekiil agirliklarina gore; biyiik (HSP100: 100-110kDa ve HSP
90: 75- 96 kDa), intermediyer (HSP70:66-78kDa, HSP60 ve HSP40) ve kiiciik (sHSP:8.5-
40kDa) 151 sok proteinleri olarak adlandirilirlar (Prohaszka and Fiist, 2004; Kazmierczuk and
Kilianska, 2009).
2.3.1.Hsp 110

Hsp110 biitiin omurgalilarda bulunan bir 1s1 sok proteini ailesidir. Hspl110 ayni zamanda
Hsp105 olarak da bilinir (40). Hsp110 ailesinin memelilerde 6zellikle de fare ve insanlarda
osmotik stres proteini 94 [Apg-1/0sp94 (A: ATP-, P: peptid- baglayan parga, G: germ hiicre
kokenli)], iskemiye duyarli protein 94 [Apg-2/Irp94] ve Hspl10/105 olmak {izere {i¢ iiyesi
bulunmaktadir (Yasuda et al., 1995; Kaneko et al., 1997a; 1997b; Kojimaet al., 1996;
Yagita et al.,1999). Apg-1 ve Apg-2 ozellikle farelerde gonadlarda eksprese olurlar. Farenin
diger dokularinda diisiik diizeydedirler. Apg-1 testisin germ hiicrelerinde en yiiksek oranda
bulunur. Germ hiicrelerinin olgunlagsmasina paralel olarak Apg-1 diizeyinin artmasi, Apg-1’in
germ hiicrelerinin gelisiminde 6nemli rol oynadigini gostermektedir (Kaneko et al., 1997c).
Apg- 2 farenin ovaryum ve testis dokularinda yiiksek oranda eksprese edilir (Kaneko et al.,
1997a).

Hsp110/105 serebral korteks ve hippokampusu i¢in alan beynin néronal bolgelerinde bulunur
(YYagita et al., 2001; Nakamura et al., 2008). Hsp110/105’in Hsp105a. ve Hsp105B olmak
tizere iki alternatif formu bulunmaktadir (Hatayama et al., 1994a; Hatayama et al., 1994b, 48).
Hspl05a yapisal olarak eksprese edilir ve stresin gesitli sekillerine cevapta iretilir, oysa
Hsp105B Hspl05a’nin 44 aminoasit eksik olan formudur ve 42°C‘deki 1s1 sokunu takiben
sekillenir (Yasuda et al., 1995, Ishihara et al., 1999; Yasuda et al., 1999). Memeli
hiicrelerinde bu proteinler Hsp70 veya Hsc70 ile iligkili proteinler olarak bulunurlar (Easton

et al., 2000; Lee-Yoon et al., 1995; Hatayama et al., 1998) ve in vivo ile in vitro olarak
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Hsc70’in  saperon aktivitesini baskilarlar (Yamagishi et al.,, 2000). Hspl1050 memeli
hiicrelerinin sitoplazmasinda, Hsp105 ise ¢ekirdeginde yerlesir (Saito et al., 2007).
2.3.2.Hsp90
Hsp90 protein ailesi bakteri ve tiim okaryotlarda bulunan ve hiicre proteinlerinin %1-2’sini
olusturan 90 kDa’luk molekiil agirhgindaki ATP bagimli saperonlardir (Csermely et al.,
1998). Hsp 90 proteinleri stres yanitinin regiilasyonunda, yeni sentezlenen proteinlerin dogru
katlanmasinda, stres sonrasi denatiire proteinlerin yeniden katlanmasi ve stabilize
edilmesinde, katlanmis ve katlanmamis proteinlerin agregasyonu ve yanlis katlanmasinin
onlenmesinde, endoplazmik retikulum ve organel membranlarinda protein transportunda
gorev alirlar (Schatz and Dobberstein, 1996; Young et al., 2001). Hsp90 proteinleri sitosolik
proteinlerin %1-2’sini olustururlar ve strese yanit olarak birikebilirler. Hsp90 proteinleri
Hsp90A, Hsp90B, Hsp90C, TRAP (tumor necrosis factor receptor-associated protein 1) and
HTPG (High-temperature protein G) olmak iizere bes alt aileden olusur. Hsp90A ve Hsp90B
biitlin  6karyotik canlilarda bulundugu halde, Hsp90C bitkilerde Kkloroplastta, Trap
hayvanlarda and HTPG ise bakterilerde bulunur. HSP90A sitosolde, HSP90B (GrP94, 94-
kDa glukoz ile iligkili protein) endoplazmik retikulumda, TRAP ise mitokondrilerde bulunan
Hsp90 proteinidir. Hsp90A, Hsp90AAl (Hsp90a, indiiklenebilir form) ve Hsp90ABI
(Hsp90pB, yapisal form) olarak ikiye ayrilir (Chen et al., 2006). Hsp90 ailesine yeni katilan ve
Hsp90N olarak adlandirilan sitosolik 1s1 sok proteini hiicresel transpformasyonla iliskili bir
proteindir (Grammatikakis et al., 2002).
2.3.3.Hsp70

Stres proteinlerinin Hsp70 ailesi 1s1 sok proteinlerinin en fazla incelenen sinifini olusturur.
Hsp70 ailesi, indiiklenebilir Hsp70, yapisall olarak eksprese olan Hsc70, mitokondrial Grp75
(mortalin) ve endoplazmik retikulumda lokalize olan GRP78 olmak tizere dort tiyeden olusur

(Jaattela 1999). Normal kosullarda Hsp70 proteinleri ATP-bagimli molekiiler saperonlar
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olarak multiprotein komplekslerinin olusumunu kolaylastirirlar; hiicre membran1  ve
cekirdekte polipeptid translokasyonuna katilirlar ve olgunlasmamis proteinlerin katlanmasina
yardim ederler (Bukau and Horwich, 1998; Ryan and Pfanner 2002; Mayer and Bukau, 2005).
Stres altinda ise indiiklenebilir Hsp70’in sentezi hiicrelerin denatiire veya katlanmamis
proteinlerin artan konsantrasyonu ile basa ¢ikabilme yetenegini artirir (Nollen et al.,1999).
Hsp70hari¢, Hsp70 ailesinin diger iiyeleri primat hiicrelerinde yapisal olarak ekprese olurlar.
Hsp70 proteini 1s1 stresi ile indiiklenir. Olgunlasmamis polipeptid zincirlerinin saperonu olan
Hsp70 ve Hsc70, memeli hiicrelerinin ¢ekirdek ile sitoplazmalarinda bulunurlar. Bu proteinler
yanlis katlanmig proteinlerin birikimine karsi hiicrelerin korunmasinda gérev alirlar (Goldfarb
et al., 2006). Grp78 endoplazmik retikulumda lokalizedir. Olgunlasmamis peptid zincirlerin
katlanmas1 ve translokasyonuna hizmet eder (Little et al., 1994). Grp75 mitokondriyal
matriksde sinirli olarak eksprese olan 1s1 sok proteinidir. Cekirdek ve mitokondri orijinli
olgunlasmamis polipeptid zincirlerinin katlanmasi ve translokasyonuna katilir. Grp75 ve
Grp78 glukoz yoksunlugu sonucu indiiklenirler (Wadhwa et al., 1993).
2.3.4.Hsp60

Hsp60 proteini mitokondriyal proteinlerin sentezi ile sitoplazmadan mitokondriyal matrikse
transportundan sorumlu mitokondriyal bir saperondur. Hsp60 hiicrede primer olarak
mitokondriyonlarda (mitokondriyal form), %15-20 oraninda da sitoplazmada (sitoplazmik
form) bulunur. Hsp60 alt iiniteleri c¢ekirdekteki genler tarafindan kodlanirlar ve sitosole
aktarilirlar. Daha sonra mitokondri matriksine taginirlar ve mitokondirideki diger Hsp60
proteinleri tarafindan islenirler (Itoh et al., 1995; Itoh et al., 2002). Hsp60 linear aminoasid
zincirlerinin ti¢ boyutlu yapiya doniistiiriilmesine yardim eder ve hiicresel proteinlerin
yaklasik %15-30’unu olusturur (Ranford et al., 2000). Hsp60 mitokondriyal DNA’nin
transmisyonu ve replikasyonunda da rol oynar (Kaufman et al., 2003). Hsp60 mitokondriyal

proteinlerin katlanmasina katilir ve denatiire veya yanlis katlanmig proteinlerin proteolitik
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yikimint ATP bagimli olarak kolaylastirir. Hsp60’1n saperon fonksiyonu Hsp60’a baglanan ve
substrat baglanmasi ile ATPaz aktivitesini diizenleyen HsplO tarafindan ayarlanir. ADP
varliginda iki Hsp10 molekiilii bir Hsp60 molekiiliine baglanir (Bukau and Horwich, 1998).
2.3.5.1s1 sok proteinlerinin genel fonksiyonlar:

Genel olarak 151 sok proteinleri intraselliiler ve ekstraselliiler yerlesimlerine gore bir cift
fonksiyona sahiptirler (Schmitt et al., 2007). Intraselliiler 1s1 sok proteinleri hiicredeki diger
proteinler i¢in intraselliiler saperonlar olarak islev goriirler. Is1 sok proteinleri protein
sentezinde, protein konformasyonunda, protein agregasyonun ve bozuk yapidaki proteinlerin
neden oldugu hasarin Onlemesinde sitoprotektif rol oynarlar. Ozellikle katlanmamis
proteinleri stabilize ederek hiicrede membranlar arasindaki tasiyici proteinlere yardim ederler
(Walter and Buchner, 2002). Eski proteinleri ¢ekirdek ve sitoplazmada bulunan ve hiicrenin
geri doniisim kutusu olarak adlandirilan proteazomlara tagirlar ve yeni sentezlenen
proteinlerin katlanmalarina yardim ederler. Bu aktiviteler bir hiicrenin kendi onarim
sisteminin boliimleridirler ve hiicresel stres yaniti veya 1s1 sok yaniti olarak adlandirilirlar
(Kuhn et al., 2006). Molekiiler saperonlar sadece yeni sekillenen proteinlerin katlanmalari i¢in
degil aym1 zamanda 1s1 soku gibi stres durumlarinda proteinlerin korunmasi i¢in de
gereklidirler ( Hightower and Hendershot, 1997). Ekstraselliiler veya membranda yerlesmis
olan 1s1 sok proteinleri immun sistemi aktive ederler (18, Prohaszka and Fiist 2004; Kuhn et
al., 2006; Schmitt et al., 2007; Malaitsev et al., 2008; Nishikawa et al., 2008; Multhoff, 2009).
Son yillardaki ¢alismalar Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve gp96 [Hsp90’nin endoplasmik retikulum
(ER) formu]’nin antijen sunumu, lenfosit ve makrofajlarin aktivasyonu, antijen sunan hiicreler
olan dentritik hiicrelerin olgunlasmas1 ve aktivasyonunda gorev alarak dogal ve edinsel
immun yanita katildiklarii gostermektedir ( Li et al., 2002; Wallin et al., 2002; Tsan and

Gao, 2004; Calderwood, et al., 2007; Pockley et al., 2008).
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Is1 sok proteinleri farkli molekiiler agirlikta olmalarina karsilik ortak bir fonksiyonel alanlara
(domain) sahiptirler. Bunlar: 1) adenin niikleotidi baglayan alan: ATP’ye baglanir ve onu
hidrolize eder 2) peptid baglayan alan: Substrat proteinlerin agik hidrofobik rezidiilerine
baglanir. (Fink, 1999; Hartl and Hayer-Hartl, 2002; Hightower and Hendershot, 1997;
Jaattela, 1999). ATP’ye baglanma substrat proteinin serbest birakilmasina yol agacak 6nemli
bir yapisal degisimi tetikler (Fink, 1999; Hartl and Hayer-Hartl, 2002) Molecular chaperones
in the cytosol: from nascent chain to folded protein Science 295,1852-1858; McCartyet al.,
1995; Palleros et al., 1994). Is1 sok proteinleri protein olmayan molekiillerin agik hidrofobik
residiilerine de baglanirlar. Nitekim, 1s1 sok proteinlerinden Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve gp96
bakteriyel LPS (endotoksin)’e baglanidiklar1 gosterilmistir (Habichet al., 2005; Triantafilou,
et al., 2001; Byrd et al., 1999; Reed et al., 2003). Yiiksek molekiil agirlikli 1s1 sok proteinleri
ATP-bagimli saperonlardir ve ATP’ye baglanmalari i¢in yardimci saperonlara gereksinim
duyarlar. Oysa Hsp27 gibi kiiciik molekiil agirlikli proteinler ATP-bagimsiz saperonlardir
(Garrido et al., 2001).

Sitosolde bulunan Hsp70 ve Hsp90’nin ve endoplazmik retikulumda bulunan gp96’nin
hiicrede iretilen antijenik peptide baglandiklar1 belirtilmektedir. Bu antijenik peptidler
lenfositlere sunulmak tizere hiicre yiizeyinde bulunan MHC sinif | molekiillerine 1s1 sok
proteinleri tarafindan transport edilirler (Liet al., 2002; Ishii et al., 1999; Srivastava, 2008). Bu
1s1 sok proteinlerinin saperon fonksiyonlarinin bir uzantist olup CD8+ T lenfositlerin
aktivasyonuna neden olan antijen sunumunun endojen yolunun bir parcasi oldugunu gosterir.
Yapilan ¢alismalar Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve gp96 gibi 1s1 sok proteinlerinin TNF-a, IL-1, IL-
6, ve IL-12 gib proinflamatuvar sitokinlerin liretimini ve monositler, makrofajlar ve dentritik
hiicreler tarafindan iretilen C-C kemokinlerin ve nitrik oksitin salimmi stimule ettigini
gostermektedir. Ayrica 1s1 sok proteinlerinin dentritik hiicrelerin olgunlasmasini indiikledigi

(Basuet al., 2000; Somersan et al., 20015; Floheet al., 2003), Dogal Katil hiicrelerinin (NK
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hiicreleri) proliferasyonu, migrasyonu ve sitosolik aktivitesini (Multhoff et al., 1999; Gastpar
et al., 2004) ve antijen bagimli T lenfosit aktivayonunu ve IFN-y {iretimini (More et al., 2001;
Breloer et al., 2001) stimule ettigi rapor edilmektedir. Is1 sok proteinlerinin sitokin benzeri
fonksiyonlarindan 6tiirii ekstraselliiler olarak salindigi stres veya doku yaralanma bolgelerinde
konak¢inin bagisiklik sistemi i¢in tehlike sinyalleri olark hizmet ettigi ileri stirtilmektedir
(Chen et al., 1999; Williams and Ireland, 2008).

Is1 sok proteinlerinin hiicre apoptozisini ya direkt hiicre apoptozisini tesvik ederek veya bir
anahtar sinyal proteininin saperonu olarak apoptotik cevabi inhibe ederek diizenledikleri ifade
edilmektedir (Sreedhar and Csermely, 2004). Memelilerde Hsp105’in hiicre tipine bagh
olarak ya proapototik (Yamagishi et al., 2002) ya da anti-apoptotik faktor olarak (Hatayaama
et al., 2001) islev gordiikleri belirtilmektedir. Hsp105°in stresle indiiklenmis apoptozise karsi
neuronal hiicreleri korudugu ve memeli beyninde anti-apoptotik ndroprotektif faktor oldugu
bilinmektedir (Wakatsuki and Hatayama, 1998). Hsp105’in maymun testisinde 1s1 stresiyle
indiiklenmis germ hiicrelerinin apopitozunun diizenlenmesinde O6nemli rol oynadig1
belirtilmektedir (Zhang et al., 2005). Is1 sok proteinlerinden Hsp70 antiapoptotik oldugu
halde, mitokondriyal Hsp60’in proapoptotik, sitosolik Hsp60’in ise anti-apoptotik etkili
oldugu belirtilmektedir (Kirchhoff et al., 2002; Gupta and Knowlton, 2002). Normal kalp kas1
hiicrelerinin sitoplazmasinda Hsp60 apopitotik proteinlerden Bax, Bak ve Bcl-XL proteinleri
ile kompleks olusturur. Osya hipoksi sekillendiginde mitokondriyal Hsp60 degismez, ancak
Hsp60-Bax komplesinin ¢oziilmesiyle sitosolik Hsp60 sitosolden membrana, Bax ise
mitokondiyona tasinir. Bu da apopitozu baslatir (Gupta and Knowlton, 2002). Hsp90 ise
apoptotik uyaran bagl olarak farkli molekiiler partnerlere sahip oldugu ve agirlikli etkisinin
antiapoptotik oldugu bildirilmektedir (Garrido et al., 2001). Hsp70’in sitokrom C, Apaf-1
veya AIF gibi proapoptotik efektorler ile etkileserek kaspaz-bagimli ve kaspaz-bagimsiz

apopitozu inhibe ettigi bilinmektedir (Tsan and Gao, 2009).
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2.3.6. Is1 sok proteinlerinin disi iireme sistemi ile ilgili fonksiyonlari

Calismalar hiicresel 151 sok proteinlerinin  hedef dokunun steroid hormonlarinin
reglilasyonunda 6nemli rol oynayabilecegini gostermektedir. Bunlardan Hsp90’nin hiicrede
tubulin, aktin, gesitli protein kinazlar ve steroid reseptorler ile kompleksler olusturabildigi ve
bu reseptorlerin DNA ile etkilesimlerini inhibe ettigi (Ramachandran et al., 1988), Hsp90 ve
Hsp70’in seks steroid reseptorlerinin fonksiyonal modiilasyonuna karistigi (Koshiyama et
al.,1995; Pratt and Toft, 1997) belirtilmektedir. Is1 sok proteinlerinin insanda genital kanalin
farkli organlarinda bulundugu gésterilmistir. Uterus endometriyumunun steroid hormonlarin
etkisi altinda proliferasyon, sekresyon ve doku atilmasi gibi siklik degisikliklere ugradigi, bu
degisikliklere parallel olarak da 1s1 sok proteinlerinin ekspresyonlarmin degistigi
bilinmektedir. insan uterusunda Hsp60 ve Hsc70’in menstriiel siklus boyunca primer olarak
endometrium epitelinde lokalize oldugu ve her iki proteinin ge¢ proliferatif ve erken
sekretorik fazda arttigi, ancak orta ve ge¢ sekretorik fazda azaldiklari ifade edilmektedir.
Bunlarin aksine indiiklenebilir Hsp70’in siklusa bagli degisim gostermedigi bildirilmektedir
(Tabibzadeh et al., 1996). Insanda Hsp90’nin menstrual siklusun proliferative fazinda
glandular ve stromal hiicrelerde kuvvetli olarak eksprese olduklari, ancak sekretorik fazda her
iki hiicre tipinde Hsp90 ekspresyonunun zayifladigi rapor edilmektedir (Koshiyama et
al.,1995; Komatsu et al., 1997; Tabibzadeh et al., 1996). Hsp60 ve Hsp70 ailesinden Grp78
proteinlerinin insan uterusu ile oviduktunda bulunduklari, endometriyumun glanduler ve
luminal epitel hiicrelerinde Grp78’in  Hsp60’dan daha kuvvetli ekprese oldugu
bildirilmektedir. Ayrica Grp78’in stromal hiicrelerde de lokalize oldugu ifade edilmektedir.
Grp78’in oviduktta hem epitelde, hem de stromal hiicrelerde, Hsp60’1n ise sadece ovidukt
epitelinde bulundugu belirtilmektedir (Lachance et al., 2007).

Is1 sok protein ailesinden Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 doéllenmeden sonra zigotta (Bensaude et

al.,1983), gebeligin ilk ii¢ aylik doneminde desiduada Neuer et al., 1996) ve gebelik boyunca
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plasental dokularda (Ziegert et al., 1999) eksprese edilen ilk proteinlerdir. Is1 sok
proteinlerinin insan plasentasinda stromal hiicreler ve kas hiicrelerinden ziyade
sinsityotrofoblastlarin apikal yiizeyinde lokalize olduklar1 rapor edilmektedir. Bu proteinlerin
plasental ekspresyonlarinin zamaninda veya erken dogum olgularinda farkli olmadig,
fizyolojik olarak gebelik olgusunda bulunduklart da bildirilmektedir (Divers et al., 1995;
Ziegert et al. 1999). Shah ve ark. (Shah et al., 1998) gebeligin birinci, ikinci ve iiglincii ii¢
aylik donemlerindeki insanlarin desidual dokularinda Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’nin desidual
stromal hiicrelerde bulundugunu, Hsp60’in ekspresyonunun gebelik boyunca degismedigini
oysa Hsp70 ve Hsp90’nin ekspresyonlarinin gebeligin ilerlemesiyle azaldigini ifade
etmektedirler. Bu arastiricilar Hsp90 ve Hsp60’in primer olarak ¢ekirdekte, Hsp70’in ise
cekirdek ve sitoplazmada esit olarak bulundugunu belirtmektedirler.  Ayrica ayni
donemlerdeki insan plasentasinda ise Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’nin sitotrofoblast,
sinsityotrofoblast, intermediyer trofoblast, Hofbauer ve endotel hiicrelerinde bulundugunu
bildirmektedirler. Ayn arastiricilar Hsp90 ve Hsp60’in primer olarak cekirdekte, Hsp70’in
ise ¢ekirdek ve sitoplazmada bulundugunu da ifade etmektedirler (Shah et al., 1998).

Hspl05’in gebeligin 8. giinline kadar olan periyodtaki fare embriyolarinda az miktarda
eksprese olmasina karsilik 9.-12. giinler arasinda belirgin derecede arttigi, bu artisin
organogenesis ile iliskili olabilecegi ve embriyonun gelisiminde 6nemli rol oynadig1 rapor
edilmektedir. Ayrica gebeligin 9.-12. giinleri arasindaki embriyolarda apoptotik hiicrelerde de
Hspl105 ekspresyonunun artmasi nedeniyle organogenesis sirasinda olusan apoptosisin
regililasyonunda Hsp105’in 6nemli rol oynadigi vurgulanmaktadir (Hatayama et al., 1997).
Sicanlarda uterusda Hsp105 expresyonunun gebeligin birinci giiniinde esas olarak luminal
epitelde, 2-3. giinlerinden baslayarak glandular epitelde, 4. ve 5. giinlerinden itibaren ise
luminal epitelin altindaki stromal hiicrelerde gozlendigi ve gebeligin 5. giliniinde pik diizeye

ulastigr bildirilmektedir. Gebeligin 6. giinlinde ise blastosistin ve implantasyon yerinin
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etrafindaki stromal hiicrelerin Hsp105 pozitif oldugu, luminal epiteldeki reaksiyonun fark
edilemeyecek diizeyde azaldig1 sonucta Hsp105’in erken implantasyon periyodunda 6nemli

rol oynagi ifade edilmektedir (Yuan et al., 2009).
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3. GEREC VE YONTEM
Bu ¢alismada Erciyes Universitesi deney hayvanlar1 merkezinde yetistirilen ve daha once
herhangi bir deneysel ¢alismada kullanilmamis olan 250-300 g agirliklarindaki Wistar (Rattus
norvegicus) irki 30 adet eriskin disi ve 4 adet eriskin siganlar kullanildi. Sabah 09.00-10.00
saatleri arasinda disi sicanlardan vaginal smearlar alinarak Ostrus siklusu belirlendi ve
Ostrusdaki sicanlar erkek siganlarla ciftlestirildi. Vaginal smearde ilk spermiyumlarin
goriildiigli glin gebeligin birinci giinii olarak degerlendirildi. Gebeligin 5. giinlinde ve
dogumun 1, 3, 5, 10, 15. giinlerinde (her giin i¢in 5’er adet olmak iizere) si¢anlarin anestezi
altinda uterus dokular1 alindi ve kalbin sag atriyumlar1 kesilerek hayvanlar 6tenazi edildi.
Erkek sicanlar ve yavru siganlar deney hayvanlari iinitesine geri iade edildi.

3.1. DOKU TEMINI ve HAZIRLANMASI
Gebeligin 5. giiniindeki ve dogumun 1, 3, 5, 10, 15. giinlerindeki siganlarin rompun ve ketalar
anestezisi (Rompun 13 mg/kg, Ketalar 87 mg/kg) altinda alinan uterus dokuklar1 %10 formol-
alkol soliisyonunda 18 saat tespit edildi. Takiben dereceli alkol serilerinde (%96’lik alkol,
Absol alkol 1, Absol alkol 11, Absol alkol IlI) birer saat tutularak dehidrasyon islemi
uygulandi. Daha sonra metil benzoat ve benzol soliisyonlarinda seffaflagtirallan dokular
paraplastta bloklandi. Bu bloklardan rotari mikrotom (Leica RM 2125) ile 5 p kalinliginda
belirli araliklarla (50-100 pum) kesitler alinarak su banyosunda APES [(3-Aminopropyl)
triethoxysilane] ile kapl lamlar {izerine yapistirildi. Calismada 4 tip antikor (Hsp60, Hsp70,
Hsp 90 ile Hsp110/105) kullanildigindan her bir hayvan i¢in dort seri preparat hazirlandi ve
bu antikorlarin hiicresel lokalizasyonlarin1 belirlemek {izere Strepavidin Biotin Kompleks
(Strept-ABC) immunoperoksidaz teknigi uygulandi.

3.2. IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZ
Deparafinizasyon ve rehidrasyon islemlerinden sonra kesitler PBS’de ¢alkalandi ve methanol

ya da PBS’de hazirlanmis %0.3- %3’ liik H,O, ile muamele edilerek tekrar PBS’de yikandi.
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Doku antijeninin yeniden kazanimimi saglamak i¢in kesitler pH’s1 6.00 olan sitrat buffer’da
80°C’de 20 dak. siireyle kaynatildi ve takiben oda 1sisinda 20 dak. sogumaya birakildi. Tekrar
PBS ile dort kez yikamay: takiben nonspesifik baglanmalar1 6nlemek i¢in kesitler 5 dakika
bloklama soliisyonu ile bir nem odas1 iginde inkube edildi. Uygun dilusyonlarda hazirlanmig
primer antikorlar kesitler iizerine eklenerek +4 °C’de bir gece inkube edildi. Negatif
kontroller olarak alinan doku 6rnekleri ise sadece PBS ile ve kullanilan antikora gore normal
keci ve tavsan non-immun serumu ile muamele edildi. inkubasyonu takiben PBS’te 4 kez
yikanan kesitler, biotinlenmis sekonder antikor ile 20 dakika oda 1sisinda inkube edilip, tekrar
4 kez PBS ile yikandiktan sonra da enzim konjugatli strepavidinde 20 dakika muamele edildi.
Tekrar 4 kez PBS ile yikandiktan sonra 10 dakika DAB (Diaminobenzidin) kromojen
soliisyonunda bekletildi. Distile suda birkag kez calkalanan Kkesitler Gill’in Hematoksilen’inde
4 dakika boyandiktan sonra ¢gesme suyunda mavilesinceye kadar yikandi ve alkoller, ksilenler
serisinden gecirilip entellan ile kapatildi. Kahverengi presipitasyonun goriilmesi sonucunda
reaksiyon pozitif olarak degerlendirildi.

Immunohistokimyasal reaksiyonun spesifikligini belirlemek iizere negatif kontrollerin yani
sira pozitif kontrol dokularina da ayni prosediir uygulandi. Bu amagla Hsp1110/105 ve Hsp60

icin kolon karsinomu, Hsp900/f3 ve Hsp70 i¢in meme karsinomu dokulari kullanildi.

Preparatlar Olympus BX-51 (JAPAN) 1sik mikroskobunda incelenerek Olympus DP72

(JAPAN) kamera ile fotograflandi.
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4. BULGULAR
Calismamizda immunohistokimyasal reaksiyonlarin spesifikligini test etmek amaciyla pozitif
ve negatif kontrol kesitler kullanildi. Pozitif kontrol olarak Hsp110/105 ve Hsp60 igin kolon
karsinomu ve meme karsinomu, Hsp90o/f ve Hsp70 i¢in meme karsinomu dokularina
strepavidin-biotin peroksidaz teknigi uygulandi. Negatif kontrol kesitlerine ise Hsp1110/105
primer antikoru yerine non-immun tavsan serumu, Hsp60, Hsp90o/B ve Hsp70 antikorlari
yerine ise non-immun keg¢i serumu primer antikor ile ayni diliisyonda olmak iizere
hazirlanarak kesitler iizerine uygulandi. Gerek pozitif kontrol dokularindaki pozitiif
boyanmalar ve gerekse non-immun serum uygulamalari sonucu negatif boyanmanin
gozlenmesi ¢alismamizda kullandigimiz antikorlarin spesifikligini dogruladi.
4.1. Hsp105/110

Hsp105/110 immunreaksiyonunun gebeligin besinci giliniinde ve incelenen tiim postpartum
giinlerinde endometriyumda yiizey ve bez epitelini olusturan hiicrelerin sitoplazmalarinda,
stromadaki kan damarlarinin endotel hiicreleri ile bazi stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda,
miyometriyumun i¢ ve dis kas katmalari ile kan damarlarinin medya katmanini olusturan kas
hiicrelerinin sitoplazmalarinda bulundugu belirlendi (Sekil 1A-C). Gebeligin besinci giiniinde
luminal epiteldeki (lamina epiteliyalis) reaksiyonun orta siddette oldugu, endometriyumun
derin katmaninda bulunan uterus bezlerindeki reaksiyonun hem luminal epiteldekinden hem
de ylizeyel stromada yerlesen bezlerdekinden daha yogun oldugu izlendi. Luminal epitelin
hemen altinda bol miktarda oldugu gozlenen stromal hiicrelerin sitoplazmalarinda da yogun
Hspl05/110 pozitif reaksiyon goriildi. Miyometriyumun sirkiiler kas katmaninda da
Hsp105/110 igin orta yogunlukta bir reaksiyon belirlendi. Gerek stromadaki kapilar
damarlarin ve gerekse miyometriyumun stratum vaskulare’deki damarlarin endotel hiicreleri
ile mediya katmanindanki diiz kas hiicrelerinin sitoplazmalarininda Hsp105/110 pozitif

immunreaksiyon tespit edildi.
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Sekil 1C. Gebeligin 5. giiniinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin endotel
ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pm
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Hsp105/110 immunreaksiyonunun dogumu sonrasi birinci giinde luminal epitelde, Kript

epiteli ile bez epitelinde ve ayrica 6demli ve oldukca genis oldugu gozlenen stromadaki tek

tiik hiicrede bulundugu goézlendi. Luminal epitel ile kript epitelindeki reaksiyonun hiicrelerin

bazal kismlarinin vakuoler olmasi nedeniyle daha c¢ok apikal ve lateral sitoplazmalarinda

yogunlastig1 dikkati ¢ekti. Miyometriyumun i¢ katmanindaki reaksiyonun dis katmandakine

kiyasla daha yogun oldugu da tespit edildi (Sekil 2A-C).
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Sekil 2A. Dogum sonrasi 1. giinde uterusda Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 100 pm.
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Sekil 2B. Dogﬁm sonrast 1. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar

endotelinde Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pum.
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Sekil 2C Dogum sonrast 1. giinde mlyometrlyumda duz kas hucrelerl ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrasi tigiincii giinde Hsp105/110 immunreaksiyonunun lokalizasyonlarinin farklilik
gostermedigi, ancak luminal epiteldeki bazi hiicrelerde reaksiyonun negatif oldugu belirlendi.
Bunun diginda luminal epitel, stroma ve glandular epiteldeki ¢ogu hiicrenin ¢ekirdeginin de
Hsp105/110 i¢in pozitifreaksiyon verdigi dikkati c¢ekti. Stromadaki 6demin azalmasina ve
stromal hiicrelerin artmasina paralel olarak Hsp105/110 pozitif stromal hiicrelerde de bir artig

goriildii (Sekil 3A-C).

Sekil 3A Dogum sonrast 3. gunde uterusda Hsp105/ 1 10 ekspresyonu Bar: 100 um.
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Sekil 3B. Dogum sonrast 3. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pum.

s R
l—:
.

-
Pr

& SRR k.
Sekil 3C. Dogum sonrast 3. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrasi besinci giiniinden itibaren involiisyonun diger giinlerinde stromanin
kalmligmin azaldigi ancak hiicresel iceriginin arttigi belirlendi. Involiisyonun besinci
giiniinden 15. giiniine kadar olan periyodta 6zellikle luminal epitelin hemen altinda yerlesmis
olan stromal hiicrelerin sayica arttiklar1 gozlendi (Sekil 4A-C, 5A-C, 6A-C). Bu morfolojik
degisikliklere paralel olarak stromal hiicrelerin Hsp105/110 pozitif immunreaksiyon

sergiledikleri belirlendi. Ayrica stromanin derin katmanlarindaki bazi hiicrelerin de
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Hsp105/110 pozitif olduklari goriildii. Postpartum involiisyon siirecinde miyometriyumun

ozellikle sirkiiler kas katmaniinda Hsp105/110 pozitif reaksiyon izlendi.

RN & Jou R e,
Sekil 4B. Dogum sonrasi 5. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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Sekil 5B. Dogum sonras1 10. giinde endmtriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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Sekil 6B. Dogum sonrasi 15. giinde e

ndometriyumda luminal
endotelinde Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
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Sekil 6C. Dogum sonrast 15. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp105/110 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

4.2. Hsp90
Hsp90 immunreaksiyonunun sitoplazmik ve niiklear reaksiyon gosterdikleri saptandi.
Gebeligin besinci giinlinde ve incelenen tiim postpartum giinlerinde endometriyumda yiizey
ve bez epitelini olusturan hiicrelerinde, gerek subepiteliyal ve gerekse endometyriyumun derin
katmanlarinda bulunan stromal hiicrelerde, stromadaki kapilar damarlarin endotel
hiicrelerinde stratum vaskulare katmaninda bulunan kan damarlarimin endotel ve medya
katmanina ait diiz kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal diiz kas hiicrelerinde pozitif

reaksiyon izlendi (Sekil 7A-C).
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Sekil 7A. Gebeligin 5. giiniinde uterusda Hsp90 ekspresyonu. Bar: 100 um.
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Sekil 7B. Gebeligin 5. giiniinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pum.

N L T i B Y b il
Sekil 7C. Gebeligin 5. giiniinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin endotel
ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 50 pum.

Hsp90 immunreaksiyonunun dogumu sonrasi birinci giinde luminal epitelde, kript epiteli ile
bez epitelinde, ayrica 6demli ve oldukga genis oldugu gézlenen lamina propriyadaki stromal
hiicrelerde bulundugu gozlendi. Luminal epitel ile kript epitelindeki reaksiyonun niiklear
reskiyonun ¢ekirdek membraninda daha belirgin olarak lokalize oldugu ayrica hiicrelerin
bazal kismlarmin vakuoler olmasi ve intraepiteliyal hiicreler ve kapilar damarlar i¢ermesi
nedeniyle sitoplazmik reaksiyonun daha ¢ok apikal ve lateral sitoplazma yogunlastigi dikkati

cekti. Bu donemde genislemis ve az sayida oldugu gozlenen bezlerdeki reaksiyonun luminal
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ve kript epitelindekine kiyasla daha yogun oldugu dikkati ¢ekti. Miyometriyumdaki
reaksiyonun gebe si¢anlarinkine gore orta siddette oldugu tespit edildi. Bu donemde de
stromal hiicrelerde, stromadaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde stratum vaskulare
katmaninda bulunan kan damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz kas hiicrelerinde,

ayrica miyometriyal diiz kas hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 8 A-C).

7 BN
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Sekll SB Dogum sonrast 1. gunde endometrlyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pm.
Dogum sonrasi ligiincii giinde Hsp90 immunreaksiyonunun lokalizasyonlarinin farklilik

gostermedigi, ancak luminal epitelin yiiksekliginin azalmasina paralel olarak apikal
sitoplazmada bulundugu, bazi hiicrelerde ise reaksiyonun negatif oldugu belirlendi. Ancak
kript epiteli ile glandular epitelde daha yogun bir reaksiyon izlendi. Stromadaki 6demin
azalmasina ve stromal hiicrelerin artmasina paralel olarak HSp90 pozitif stromal hiicrelerde de
bir artis goriildii. Uterusun diger bilesenlerindeki reaksiyonlarin dogum sonrast birinci

giindeki reaksiyonlara benzedigi tespit edildi (Sekil 9A-C).
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sp90 ekspresyonu. Bar: 100 pum.
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Sekil 9A. Dogum sonrasi 3. giinde uterusda H
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Sekil 9C. Dogum sonrast 3. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrasi besinci giinde Luminal glandular epiteldeki immunreaksiyonlarin birbirine
benzer olduklari izlendi. Stromal kalinligin azalmasi ve stromal hiicrelerin sayisindaki artiga
paralel olarak Hsp90 pozitif hiicre sayisinin arttig1 belirlendi. Ayrica stromada ¢ok kuvvetli
pozitif boyanan hiicreler de dikkati ¢ekti. Bunun yan1 sira miyometriyumda damar duvarlarina
yakin olarak Hsp90 pozitif mast hiicreleri goriildi. Bu donemde miyometriyumdaki

reaksiyonun da artmis oldugu tespit edildi (Sekil 10A-C).
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Sekil 10A. ogum sonras 5. giinde uterusda Hsp90 eksresyonu. Bar: 100 um.

endotelinde Hsp90 ekspresyonu. Bar: 50 um.
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Sekil 10C. ogum sonras 5. d‘e 1yoetriyuda ﬁz kas ﬁcreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrast 10. ve 15 gilinlerde Hsp90’nin uterusdaki lokalizasyonunun 5. Giindekine

benzer oldugu ancak, luminal epiteldeki niiklear reaksiyonun sitoplamik reaksiyondan daha

yogun oldugu tespit edildi Sekil 11A-C, 12A-C).

Sekil 11A. Dogum sonrasi 10. giinde uterusda Hsp90 ekspresyonu. Bar: 100 um.
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endotel ve medya katmanindak

Sekil 12

nde Hsp90 ekspresyonu. Bar: 5

33
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A. Dogum sonras1 15.

giinde endoetriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
0 pum.

V7

giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
i l'iz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Ny
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Sekil 12B. Dogum sonrasi 15. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp90 ekspresyonu. Bar: 50 um.
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Sekil 12C. Dogum sonrasi 15. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp90 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

4.3. Hsp70
Hsp70 immunreaksiyonunun Hsp90 immunreaksiyonuna benzer olarak sitoplazmik ve
niiklear reaksiyon gosterdikleri saptandi. Gebeligin besinci giliniinde ve incelenen tiim
postpartum giinlerinde endometriyumda yiizey ve bez epitelini olusturan hiicrelerinde, gerek
subepiteliyal ve gerekse endometyriyumun derin katmanlarinda bulunan stromal hiicrelerde,
stromadaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde stratum vaskulare katmaninda bulunan
kan damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal

diiz kas hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 13A-C).
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Sekil 13A. Gebeligin 5. giiniinde uterusda Hsp70 ekspresyonu. Bar: 100 pum.
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Sekil 13C. Gebeligin 5. giiniinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 pm.
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Hsp70 immunreaksiyonunun dogumu sonrasi birinci giinde luminal epitelde, kript epiteli ile
bez epitelinde, ayrica 6demli ve oldukga genis oldugu gézlenen lamina propriyadaki stromal
hiicrelerde bulundugu goézlendi. Luminal epitel ile kript epitelindeki reaksiyonun niiklear
reaksiyonun c¢ekirdek membraninda daha belirgin olarak lokalize oldugu ayrica hiicrelerin
bazal kismlariin vakuoler olmasi ve intraepiteliyal hiicreler ve kapilar damarlar igcermesi
nedeniyle sitoplazmik reaksiyonun daha ¢ok apikal ve lateral sitoplazma yogunlastigi dikkati
¢ekti. Bu donemde de stromal hiicrelerde, stromadaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde
stratum vaskulare katmaninda bulunan kan damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz

kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal diiz kas hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil

14A-C)

: 100 pm.
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Sekil 14B. Dogum sonrasi 1. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp70 ekspresyonu. Bar: 50 um.

endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrast iicilincii giinde Hsp70 immunreaksiyonunun lokalizasyonlarinin farklilik
gostermedigi, ancak luminal epitelin yiiksekliginin azalmasina paralel olarak apikal
sitoplazmada bulundugu, bazi hiicrelerde ise reaksiyonun negatif oldugu belirlendi. Ancak
kript epiteli ile glandular epitelde daha yogun bir reaksiyon izlendi. Stromadaki 6demin
azalmasina ve stromal hiicrelerin artmasina paralel olarak Hsp70 pozitif stromal hiicrelerde de
bir artig goriildi. Uterusun diger bilesenlerindeki reaksiyonlarin dogum sonrasi birinci

giindeki reaksiyonlara benzedigi tespit edildi (Sekil 15A-C).
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Sekil 15B. Dogum sonrasi 3. giinde endometriyum
endotelinde Hsp70 ekspresyonu. Bar: 50 pm.
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Sekil 15C. Dogum sonras1 3. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 pum.

Dogum sonrast besinci giinde luminal ve glandular epiteldeki immunreaksiyonlarin birbirine
benzer olduklar1 izlendi. Stromal kalinligin azalmasi ve stromal hiicrelerin sayisindaki artisa
paralel olarak Hsp70 pozitif hiicre sayisinin arttig1 belirlendi. Ayrica stromada ¢ok kuvvetli
pozitif boyanan hiicreler de dikkati ¢ekti. Bunun yani sira miyometriyumda damar duvarlarina

yakin olarak Hsp70 pozitif mast hiicreleri goriildii (Sekil 16A-C).

Sekil 16A. Dogum sonras1 5. giinde uterusda Hsp70 ekspresyonu. Bar: 100 pm.
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Sekil 16B. Dogum sonrasi 5. giinde endometriyumda lum
endotelinde Hsp70 ekspresyonu. Bar: 50 pm.
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inal epitél, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
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Seki 16C. i)agum sonrast 5. giinde miyomet;*iyumda diiz k hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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Dogum sonrasi 10. ve 15 giinlerde Hsp70’in uterusdaki lokalizasyonunun 5. giindekine benzer
oldugu tespit edildi (Sekil 17A-C, 18A-C).

50



Seki 17. Dogum sonrasi 10. giinde uterusda Hp70 ekspresyonu. Bar: 100 pum.

i .

Sekil 17C. Dogum sonrast 10. giinde miyometriyumdé diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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Sekil 18A. Dogum sonrasi 15. giinde uterusda Hsp70 ekspresyonu. Bar: 100 pum.
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Sekil 18B. Dogum sonrasi 15. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
'en_dotelinde Hsp70 ekspresyonu. Bar: 50 pm.
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kil 18C. Doﬁl sonrast 15. gunde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarm
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp70 ekspresyonu. Bar: 20 pm.
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44. Hsp60

Hsp60 immunreaksiyonunun sitoplazmada iri grnaiiler veya partikiiler formda oldugu
saptandi. Gebeligin besinci giiniinde ve incelenen tim postpartum giinlerinde
endometriyumda yiizey ve bez epitelini olusturan hiicrelerinde, gerek subepiteliyal ve
gerekse endometyriyumun derin katmanlarinda bulunan stromal hiicrelerde, stromadaki
kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde stratum vaskulare katmaninda bulunan kan
damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal

diiz kas hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 19A-C).

RN 3:?;.1 "3\*\-...;'
Hsp60 ekspresyonu. Bar: 100 pm.

Sekil 19B. Gebeligin 5. guniide endome riyuma
endotelinde Hsp60 ekspresyonu. Bar: 50 pm.
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Sekil 19C. Gebelign 5. giiniinde miy
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Hsp60 immunreaksiyonunun dogumu sonrasi birinci giinde luminal epitelde, kript epiteli ile
bez epitelinde, ayrica 6demli ve oldukga genis oldugu gézlenen lamina propriyadaki stromal
hiicrelerde bulundugu gozlendi. Luminal epitel ile kript epitelinde graniiler reaksiyonun apikal
ve bazal sitoplazmada bulundugu, bunun disinda oval ¢ekirdeklerin membranlarina bitigik
olarak bulundugu dikkati ¢ekti. Bu donemde de stromal hiicrelerde, stromadaki kapilar
damarlarin endotel hiicrelerinde stratum vaskulare katmaninda bulunan kan damarlarinin

endotel ve medya katmanina ait diiz kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal diiz kas

hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlendi (Sekil 20A-C).
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Sekil 20B. Dogum sonrast 1 gunde endometnyumda lummal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp60 ekspresyonu. Bar: 50 um.

Sekil 20C. Dogum sonra51 1 gunde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 pm.

Dogum sonrasi ligiincii giinde Hsp60 immunreaksiyonunun lokalizasyonlarinin farklilik
gostermedigi, ancak luminal epitelin yiiksekliginin azalmasina paralel olarak apikal
sitoplazmada bulundugu, krip epitelinde ise hem apikal hemde bazal sitoplazmada goriildigi
belirlendi. Stromadaki 6demin azalmasina ve stromal hiicrelerin artmasina paralel olarak
Hsp60 pozitif stromal hiicrelerde de bir artig goriildi. Uterusun diger bilesenlerindeki
reaksiyonlarin dogum sonrasi birinci gilindeki reaksiyonlara benzedigi tespit edildi (Sekil

21A-C).
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Sekil 21‘A.‘ Dogum sénras1 3. g}ide uterusda Hsp60 ekspresyonu. Bar: 100 pum.

endotelinde Hsp
AT < ™!

T o

-

Sekil 21C. Dogum sonras: 3. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 pm.
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Dogum sonrasi besinci giinde luminal ve glandular epitelde apikal ve bazal sitoplazmada iri
graniiler immunreaksiyonlar izlendi. Stromal kalinligin azalmasi ve stromal hiicrelerin
sayisindaki artisa paralel olarak Hsp60 pozitif hiicre sayisinin arttifi belirlendi. Ayrica
stromada ¢ok kuvvetli pozitif boyanan hiicreler de dikkati cekti. Bunun yani sira

miyometriyumda damar duvarlarina yakin olarak Hsp60 pozitif mast hiicreleri goriildi (Sekil

22A-C).
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s1 5. giinde uterusda Hsp6 ekspresyonu. Bar: 100 pm.
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Sekil 22B. Dogum sonrasi 5. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endotelinde Hsp60 ekspresyonu. Bar: 50 um.
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Sekil 22C. Dogum sonrasi 5. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 pum.

Dogum sonrast 10. ve 15 giinlerde Hsp60 immunreaksiyonunun uterusdaki lokalizasyonunun

5. glindekine benzer oldugu tespit edildi (Sekil 23A-C, 24A-C).
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Sekil 23A. Dogum sonrasi iO. giinde uterusda Hsp60 ekspresyonu. Bar: 100 pm.
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Sekil 23B. Dogum sonrast 10. giinde endometriyumda Iuminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
endoteline HSpQ ckspresyonu. Bar: 50 pm.
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Sekil 23C. Dogum sonrasi 10. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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sas 15. gl'ind uterusda HEGO eksronu. Bar: 100 pm.
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Sekil 24B. Dogum sonrasi 15. giinde endometriyumda luminal epitel, bezler, stromal hiicreler ve kapilar damar
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Sekil 24C. Dogum sonrasi 15. giinde miyometriyumda diiz kas hiicreleri ile stratum vaskulare’deki damarlarin
endotel ve medya katmanindaki diiz kas hiicrelerindeki Hsp60 ekspresyonu. Bar: 20 um.
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu calismada rat uterusunda 1s1 sok proteinlerinden Hsp60, Hsp70, Hsp90 ve Hspl110’un
ekpresyonlarinda gebelik ve postpartum involiisyon donemine bagli olarak sekillenen
degisimler immunohistokimyasal olarak ortaya konmustur.

Uterus endometriyumunun steroid hormonlarin etkisi altinda proliferasyon, sekresyon ve
doku atilmasi gibi siklik degisikliklere ugradigi, bu degisikliklere parallel olarak da 1s1 sok
proteinlerinin ekspresyonlarinin  degistigi  bilinmektedir. Caligmalar hiicresel 151 sok
proteinlerinin  hedef dokunun steroid hormonlarinin regiilasyonunda o6nemli rol
oynayabilecegini gostermektedir. Bunlardan Hsp90’nin hiicrede tubulin, aktin, ¢esitli protein
kinazlar ve steroid reseptorler ile kompleksler olusturabildigi ve bu reseptorlerin DNA ile
etkilesimlerini inhibe ettigi (Ramachandran et al., 1988), Hsp90 ve Hsp70’in seks steroid
reseptorlerinin fonksiyonal modiilasyonuna karistigi (Koshiyama et al.,1995; Pratt and Toft,
1997) belirtilmektedir. Is1 sok proteinlerinin insanda genital kanalin farkli organlarinda
bulundugu gosterilmistir. Hsp60 ve Hsp70 ailesinden Grp78 proteinlerinin insan uterusu ile
oviduktunda bulunduklari, endometriyumun glanduler ve Iluminal epitel hiicrelerinde
Grp78’in Hsp60’dan daha kuvvetli ekprese oldugu bildirilmektedir. Ayrica Grp78’in stromal
hiicrelerde de lokalize oldugu ifade edilmektedir. Grp78’in oviduktta hem epitelde, hem de
stromal hiicrelerde, Hsp60’in ise sadece ovidukt epitelinde bulundugu belirtilmektedir
(Lachance et al., 2007). Cesitli ¢alismalar 1s1 sok proteinlerinden HSP90 ve Hsp70’in insan
uterusunda endometriyumda eksprese oldugunu gostermektedir (Nip et al., 1994; Koshiyama
et al., 1995; Tabibzadeh et al., 1996; Tabibzadeh et al., 1999).

Shah ve ark. (1998) Hsp90 ve Hsp60’1in primer olarak ¢ekirdekte, Hsp70’in ise ¢ekirdek ve
sitoplazmada bulundugunu da ifade etmektedirler (Shah et al., 1998). Ayrica, Hsp60 proteinin
mitokondriyal proteinlerin sentezi ile sitoplazmadan mitokondriyal matrikse transportundan

sorumlu  mitokondriyal bir saperon oldugu, Hsp60’in hiicrede primer olarak
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mitokondriyonlarda (mitokondriyal form), %15-20 oraninda da sitoplazmada (sitoplazmik
form) bulundugu bilinmektedir ((Itoh et al., 1995; Itoh et al., 2002).

Shah ve ark. (1998)’nin bildirdiklerinin aksine incelenen her bir doneme ait ¢alismamiz
bulgulart Hsp105/110’un sitoplazmik, Hsp90 ve Hsp70’in sitoplazmik ve niiklear, Hsp60’1n
ise sitoplazmada partikiiller seklinde bir immun boyanma sergilediklerini ortaya koymustur.
Hsp60’1in hiicrelerde partikiil seklindeki immunreaksiyonu uterusun tim bilesenlerine ait
hiicrelerde primer olarak mitokondriyonlarda (mitokondriyal form) yerlestiginin gostergesi
olarak yorumlanmuistir.

Koshiyama et al. (1995) Hsp70 ve Hsp90’nin insan endometriyumunda menstrual siklus
boyunca eksprese oldugunu, Hsp70’in basalis katmaninda ifadelendigi halde, proliferatif
fazda fonksiyonalis katmaninda zayif oldugunu, Hsp90 ekpresyonunun ise sekretorik fazda
zayif oldugunu bildirmektedirler. Insanda Hsp90 nin menstrual siklusun proliferative fazinda
glandular ve stromal hiicrelerde kuvvetli olarak eksprese olduklari, ancak sekretorik fazda her
iki hiicre tipinde Hsp90 ekspresyonunun zayifladigi rapor edilmektedir (Koshiyama et
al.,1995; Komatsu et al., 1997; Tabibzadeh et al., 1996). Tabibzadeh ve ark. (1996) Hsp70
ekspresyonunun epitelde stromadan daha giiclii oldugunu, Hsp90’nin ise epitel ve stromanin
her ikisinde bulundugunu, ancak Hsp70 ve Hsp90 ekspresyonunun menstrual siklus boyunca
degismedigini rapor etmektedirler. Calismamiz bulgular1 postpartum involiisyon déneminde
sigan uterusunda Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’nin dogumu sonrasi 1-3. giinde luminal epitelde,
kript epiteli ile bez epitelinde, ayrica lamina propriyadaki stromal hiicrelerde bulundugu
gozlenmistir Luminal epitel ile kript epitelindeki niiklear reaksiyonun ¢ekirdek membraninda
daha belirgin olarak lokalize oldugu dikkati cekmistir. Her iki glinde de de stromal hiicrelerde,
stromadaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde stratum vaskulare katmaninda bulunan
kan damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz kas hiicrelerinde, ayrica miyometriyal

diiz kas hiicrelerinde pozitif reaksiyon izlenmistir. Dogum sonras1 5., 10, ve 15. giinlerde
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luminal ve glandular epiteldeki immunreaksiyonlarin birbirine benzer olduklart belirlenmistir.
Stromal kalinligin azalmasi ve stromal hiicrelerin sayisindaki artiga paralel olarak Hsp60,
Hsp70 ve Hsp90 pozitif hiicre sayisinin arttig1 belirlendi. Ayrica stromada ¢ok kuvvetli pozitif
boyanan hiicreler de dikkati ¢ekti. Bunun yan1 sira miyometriyumda damar duvarlarina yakin
olarak Hsp70 pozitif mast hiicreleri goriildi. Bu bulgular 1s1 sok proteinlerinden Hsp60,
Hsp70 ve Hsp90’in uterusdaki ekspresyonuna iligkin c¢alismalarla (Nip et al., 1994;
Koshiyama et al., 1995; Tabibzadeh et al., 1996; Tabibzadeh et al., 1999) uygunluk
gostermektedir. Calismamiz bulgular1 involiisyon doneminde Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’in
uterus bilesenlerigndeki ekspresyonlarin involiiyon siirecine bagli yapisal degisikliklere
paralel degisimler gosterdigini agikg¢a ortaya koymustur.

Ayrica g¢alismamiz postpartum involiisyon doneminde sigan uterusunda Hspl105/110°un
luminal ve glandular epitel ile stromal hiicrelerde sitoplazmik yerlesim gosterdigini, 6zellikle
postpartum donemin 5-15.glinleri arasindaki siiregte stromal hiicreler ile glanduler epitelde
yogun olarak eksprese oldugunu ortaya koymustur. Hsp105’in uterus endometriyumunda
lokalizasyonuna iliskin sadece bir ¢calismaya rastlanmis olup bu calismada sigan uterusunda
implantasyon siirecinde Hsp105/110’un ekspresyonu incelenmistir (Yuan et al., 2009).
Involiisyon doénemindeki uterusda Hsp105/110’un ekspresyonuna iliskin herhangi bir ¢alisma
bulunmadigindan sunulan caligma sican uterusunun involusyonu sirasinda Hsp105/110’un
lokalizsyonunu gosteren ilk ¢alismadir.

Is1 sok protein ailesinden Hsp60, Hsp70 ve Hsp90 dollenmeden sonra zigotta (Bensaude et
al.,1983), gebeligin ilk ii¢ aylik doneminde desiduada Neuer et al., 1996) ve gebelik boyunca
plasental dokularda (Ziegert et al., 1999) eksprese edilen ilk proteinlerdir. Is1 sok
proteinlerinin insan plasentasinda stromal hiicreler ve kas hiicrelerinden ziyade
sinsityotrofoblastlarin apikal yiizeyinde lokalize olduklar1 rapor edilmektedir. Bu proteinlerin

plasental ekspresyonlarinin zamaninda veya erken dogum olgularinda farkli olmadigi,
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fizyolojik olarak gebelik olgusunda bulunduklart da bildirilmektedir (Divers et al., 1995;
Ziegert et al. 1999). Shah ve ark. (Shah et al., 1998) gebeligin birinci, ikinci ve ii¢lincii ii¢
aylik donemlerindeki insanlarin desidual dokularinda Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’nin desidual
stromal hiicrelerde bulundugunu, Hsp60’in ekspresyonunun gebelik boyunca degismedigini
oysa Hsp70 ve Hsp90’nin ekspresyonlarmmin gebeligin ilerlemesiyle azaldigini ifade
etmektedirler. Ayrica ayn1 donemlerdeki insan plasentasinda ise Hsp60, Hsp70 ve Hsp90’nin
sitotrofoblast, sinsityotrofoblast, intermediyer trofoblast, Hofbauer ve endotel hiicrelerinde
bulundugunu bildirmektedirler. Hsp105’in gebeligin 8. giiniine kadar olan periyodtaki fare
embriyolarinda az miktarda eksprese olmasina karsilik 9.-12. gilinler arasinda belirgin
derecede arttig1, bu artisin organogenesis ile iligkili olabilecegi ve embriyonun geligiminde
onemli rol oynadigi rapor edilmektedir. Ayrica gebeligin 9.-12. giinleri arasindaki
embriyolarda apoptotik hiicrelerde de Hspl05 ekspresyonunun artmasi nedeniyle
organogenesis sirasinda olusan apoptosisin regiilasyonunda Hsp105’in 6nemli rol oynadigi
vurgulanmaktadir (Hatayama et al., 1997). Sicanlarda uterusda Hspl05 expresyonunun
gebeligin birinci gliniinde esas olarak luminal epitelde, 2-3. giinlerinden baslayarak glandular
epitelde, 4. ve 5. giinlerinden itibaren ise luminal epitelin altindaki stromal hiicrelerde
gozlendigi ve gebeligin 5. gilinlinde pik diizeye ulastig1 bildirilmektedir. Gebeligin 6. giinlinde
ise blastosistin ve implantasyon yerinin etrafindaki stromal hiicrelerin Hsp105 pozitif oldugu,
luminal epiteldeki reaksiyonun fark edilemeyecek diizeyde azaldig1 sonugta Hsp105’in erken
implantasyon periyodunda 6nemli rol oynagi ifade edilmektedir (Yuan et al., 2009).

Sunulan ¢alismada gebeligin sadece 5. gilinii incelenmis olup bunun nedeni 6zellikle
Hsp105/110’un sican uterusunda gebeligin 5. giinlinde pik diizeye ulastigi bildirilmesidir
(Yuan et al., 2009). Gebeligin 5. giiniinde de endometriyumda yiizey ve bez epitelini
olusturan hiicrelerde, gerek subepiteliyal ve gerekse endometriyumun derin katmanlarinda

bulunan stromal hiicrelerde, stromadaki kapilar damarlarin endotel hiicrelerinde stratum
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vaskulare katmaninda bulunan kan damarlarinin endotel ve medya katmanina ait diiz kas
hiicrelerinde, ayrica miyometriyal diiz kas hiicrelerinde Hsp60,Hsp70,  Hsp90 ve
Hsp105/Hsp110 pozitif reaksiyon belirlenmistir. Bu bulgular incelenen 1s1 sok proteinlerinin
sicanlarda gebelik siirecinde de eksprese oldugunu ortaya koymaktadir.

Sonug olarak 1s1 sok proteinlerinden Hsp70 ile 90’ gerek gebelik ve gerekse involiisyon
stirecindeki uterusun tiim bilesenlerinde sitoplazmik ve niiklear olarak eksprese edildigi,
Hsp60’1in gebelik ve involiisyon siirecinde mitokondriyal formda uterusun tiim bilesenleri
tarafindan eksprese edildigi, Hsp105/Hsp110’un da sitoplazmik olarak eksprese edildigi, bu
181 sok proteinlerinin ekpresyonlarin involiisyon stirecindeki yapisal degisikliklere paralel

bir degisim gosterdigi ifade edilebilir.
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