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1. 0z

Bu ¢aligma, Ostris siklusunun farkli evrelerine goére sican endometriyum
dokusundaki hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin 6strus siklusunun farkh
evrelerine gore dagilimini belirlemek amaciyla yapildi.

Caligmada, 28 adet disi Wistar Albino sigan kullamildi. Ostrus siklusunun farkl
evrelerinde dekapite edilen siganlanin uteruslan uzaklagtinldi. Uteruslarin bir kismt plazma
hiicresi boyamas: igin formol ~ alkol tespitinde, diger bir kismu ise enzim boyamasi igin
tamponlu formol — sukroz soliisyonunda tespit edildi. Hazirlanan parafin bloklardan alinan
kesitlere metil green pironin boyama yontemi uygulandi. Kriyostat’ta alman diger kesitlere
ise alfa naftil asetat esteraz pozitif hiicreleri belirlemek i¢in (ANAE) enzim boyamasi
yapildi.

T - lenfositler, dogal oldiiriicii hiicreler  (natural killer cells, NKC) ve
makrofajlarin, §striis evresinde olduk¢a artmasina karsin, metostriise dogru gittikce
azaldigy, diostriis doneminde ise hiicrelerin oldukga seyrek bulundugu gézlendi. Proostriis
evresinde bu hiicrelerin sayismin di6striise gore biraz daha arttig1 saptandt.

Plazma hiicrelerinin en fazla sayida prodstriisde gorildiigi, bu saymin sirastyla
Ostris, metostriis ve didstriis evrelerine dogru oldukga azaldigt belirlendi.

Endometriyumdaki hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin, 6striis

siklusunun farkh evrelerinde degisik dagilimlar gosterdigi sonucuna varilds.

Anahtar Kelimeler : Sigan, 6striis siklusu, selliller ve humoral savunma hiicresi,

histokimya



2. ABSTRACT

This study was performed to investigate the distribution of the cellular and the
humoral immune system cells in the endometriyum tissue of the rat at various stages of
the estrous cycle. In the study 28 female Wistar Albino rats were used. Uterine tissues
from female rats, following decapitation, were selected at various stages of the estrous
cycle. To stain the plasma cells, some of the uterine tissues were fixed in the solution of
formol alcohol, while the others, for the staining of the enzyme, were placed in the solution
of formol - sucrose. After the parafinization process, sections were cut on a microtome
and were stained with the metil green - pyronin method. The other sections cut on a
cryostatic microtome were stained with the alfa naphtil acetate esterase in order to observe
ANAE positive cells.

This study has demonstrated that although the number of T-lymphocytes and
natural killer cells (NKC) and macrophages at the stage of estrous were found to be
ratherly increased, these cells tended to decline towards of the metestrous and these ones
were rarely present at the stage of the diestrous.However, these cells were found to be
increased a little more the proestrous compared with the stage of diestrous.

Plasma cells were present in the large numbers at the stage of proestrous, but the
numbers of these cells were observed to tend to ratherly decrease towards the stages of
estrous, metestrous and diestrous.

In conclusion, this study, suggest that the different distribution of cellular and
humoral immune cells in the endometrium may vary with the different stages of the estrous

cycle.

Key Word : Rat, estrous cycle, cellular and humoral defence cell, histochemistry.



3. ONSOZ

Bu aragtirmada, sigan endometriyumundaki, Gstriis siklusunun degisik evrelerinde
hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin yogunluklarim belirlemek
amaclanmigtir. Boylece histolojik teknikler kullanilarak siklusun farkli evrelerinde uterus
stromasindaki savunma hiicrelerinin dagiliminin belirlenmesiyle, uterusun bakterileri
elimine etmesi ve onlara karsi diren¢ kazanmasina, nedeni bilinmeyen infertilite
olgulaniyla immunolojik tepki arasindaki iligkilerin ve bazi embriyo Oliimlerinin
aydinlatiimasiyla ilgili aragtirmalara temel olusturmasi amaciyla bu konuda aragtirma
yapilmasina karar verilmigtir.

Bu tez ¢alismamin her agamasinda yakin ilgi ve destegini esirgemeyen, her konuda
yol gosterici olan sayin damigman hocam Dog. Dr. Mehmet KANTER’e, ¢alisma siiresince
yardimlanim esirgemeyen sayin hocalannm Dog. Dr. Mecit YORUK ve Yrd. Dog. Dr.
Hasan Hiiseyin Dénmez’e, ayrica arastirmamda maddi destek saglayan Y.Y. U. Arastirma
Fonu Bagkanh@i’'na ve  yardimlann nedeniyle Anabilim Dalimizdaki arkadaglarima
tesekkiir ederim.



4. GIRIS VE GENEL BILGILER

4.1. Disi Hayvanlarda Ureme Sisteminin Anatomik ve Histolojik Yapisi

Disi iireme organlari, ovaryum, tuba uterina, serviks uteri, vajina ve vulvadan
meydana gelmektedir. Digi iireme sisteminde dogumda, yavru uterustan ¢ikarken yumusak
dogum yolu ile, dogum kanali ismi verilen kemikten kernéri izler. Dogum kanalini, pelvis
kemigini olusturan ilium, pubis, ischii, sakrum ve kuyruk omurlarn olusturmaktadir.
Yumusak dogum yolu ise, uterus, serviks uteri, vajina ve vulvadan meydana gelmektedir
(1). Disi tireme organlarindan olan uterus, memelilerde embriyonun implante oldugu,
korunduu ve kasimalan ile yeterince gelisen yavrunun dofum kanalindan disan
cikmasini saglayan bir organdir. Uterus, hayvanlarda iki boynuzlu (uterus bikornis) olup,
histolojik olarak tunika mukoza (endometriyum), tunika muskularis (miyometriyum) ve
tunika seroza (perimetriyum) olmak iizere {i¢ katmana sahiptir.r Bu katmanlardan
endometriyum, lamina epitelyalis ve lamina propriya olmak tizere iki alt katmana ayrnlir.
Lamina epitelyalis, tek katli prizmatik epitelden olugsmustur. Lamina propriya ise bag
dokudan olusmustur ve bezler igerir. Endometriyum, iki alt bélgeye ayrlabilir. Bunlar her
sekstiel siklus esnasinda menstruasyonla doékiilen ve tekrar yenilenen kismi olusturan
stratum fonksiyonalis ile menstruasyon sonu hemen gogalarak yenilenen kismi olusturan
stratum bazalisdir (2).

4.2. Ostriis Siklusu ve Hayvan Tiirlerine Gére Gruplandiriimasi

Disilerde, puberte ile birlikte ovaryumlar, déllenme yetenegi olan yumurta
hiicresini {iretirken, difer yandan da iireme sisteminin belli bdlgelerinde es zamanh
degisim ve geligmeleri saglarlar. Memeli hayvanlarda, genital siklus, tipik bir oosit iceren
folikiiliin gelismesi ve olgunlagmasini kapsayan ovaryal siklus ile bu folikiil tarafindan
olusturulan hormonlarin etkisi altinda genital sistemde meydana gelen degisiklikleri
kapsayan uterinal siklusdan olugmaktadir (3).

Evcil hayvanlarda ovaryumun siklik faaliyetleri ancak tiire ait belirli bir yasa
erisince baslar ve degisik siirelerde diizene girer. Bu cinsel olgunluga erisme siirecine
puberte (erginlik) ad: verilmektedir. Evcil hayvanlar, puberteden itibaren tiirlere gére farkh
araliklarla Gstrlis gosterirler. Birbirini izleyen iki Ostrils evresinin baglangic1 arasindaki
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siireye de seksiiel siklus veya Ostrils siklusu adi verilir. Memeli hayvanlar siklik
aktivitelerine goére 3 grup altinda incelenebilirler.

1-Poliostrik hayvanlar: Gebe kalmadiklan stirece belirli araliklarla, y1l boyu &striis
gosterirler. Inek, manda, domuz, sigan ve fare bu gruba dahildir.

2-Mevsime bagl polidstrik hayvanlar: Belirli mevsimlerde gebe kalmadiklar
siirece birkag 6striis gosterirler. Kisrak, koyun, keg¢i ve kedi bu grupta bulunur.

3-Monodstrik hayvanlar: 1ki 6striis arasinda uzun bir andstriis dénemi bulunan
hayvanlardir. Kopek ve etgil yabani hayvanlar bu gruptandir (4).

Ostriis siklusu, prodstriis, dstrils, metostriis, didstriis ve andstriis olmak lizere 5
evreden olusmaktadir. Ancak bu safhalan her hayvan tiiriinde gormek miimkiin degildir.
Siklusun safhalarindan prodstriis ve Ostriis folikiiler faz (proliferatif faz), metostriis ve
didstriis ise luteal faz (sekresyon fazi) olarak bilinir (1, 4).

4.2.1. Laboratuar hayvanlarmda striis siklusu

Laboratuar hayvanlarindan olan si¢anlar puberteye 50 ile 70. giinlerde ulagirlar.
Siganlarda ovulasyonlu §striis yaklagik olarak 77. giinde goriilmeye baglar. Siganlar
genellikle ilk olarak 60 ile 120. giinlerde ¢iftlestirilirler ve 300. gline ulasildiginda fertilite
en yiiksek diizeye ulasir. Sicanlarin optimal iireme siiresi, 9-10 aydir. Siganlar, y1l boyu
polidstriis gosteren hayvanlardir. Ostriis siklusu, 4-5 giin siirer ve siklus prodstriis, dstriis,
met0striis, distriis olmak fizere dért dénemden olugsmaktadir. Bu dénemlerden prodstriis
ve Ostriisiin yaklagik olarak 12 saat, didstriisiin ise 57 saat stirdtigii bildirilmektedir (5, 6).
Siklus evrelerinin oldukga kisa siirmesinden dolayi1, evrelerin saptanma asamasinda gegis
donemlerinin de olabilecegi olasiign gozden uzak tutulmamahdir. Ostriis evresindeki
sicanin, basi ve sirti oksandifinda titreme, pelvik boélgeye parmakla dokunuldugunda
lordosis pozisyonu ve fazla miktarda kosma aktivitesi gosterir. Ostriis daha gok geceleri
goriiliir. Sicanlarda ostriis siklusunun evreleri en pratik olarak vajinal smear metoduyla
saptanur. Ostriis, postpartum 48 saat iginde ortaya cikabilir, sican eBer bu dénemde
ciftlesirse gebelik oram1 % 50°’den fazladir. Postpartum Ostriisde, sigan ¢iftlestirilmezse,
siitten kesmeden itibaren 2-14 giin sonra siklus tekrar baglar. Siganlarda spontan ovulasyon
goriiliir ve Ostriisiin baglangicindan 8-11 saat sonra gergeklesir. Her ovulasyonda ortalama
10 adet yumurta hiicresi atilir. Digi siganlarda, uterus enfeksiyonlarina yakalanma orani

lizerine ostriis siklusunun evrelerinin belirgin bir etkisi yoktur ( 7, 8, 9).



Fare, sigan gibi poliostrik bir hayvandir. Disi farelerde sekstel siklus 4-5 giin
stirer. Sekstiel siklus, prodstriis, Ostriis, metostriis ve diéstriisden olusmaktadir. Ostriisdeki
disinin vulvasi agiktir, kizarikhik vardir ve sigme gézlenir. Memeleri ise hafif¢e kizarmigtir.
Ostriisiin evreleri vajinal smear veya vajinal plak ydntemi ile saptanabilir. Prodstriisde
ovaryumda olgunlagan folikiiller goriiliir. Spontan olarak goriilen ovulasyon Ostriis
evresinde Ostriisiin baglangicindan 2-3 saat sonra goriiliir. Metdstriisde korpus luteum
sekillenmesine bagh olarak progesteron seviyesi artmaya baslar. Bu durum, dollenme
oldugu takdirde geliserek devam eder. Déllenme olmadiginda ise, korpus luteumun
gerilemeye baglamasi ve progesteron diizeyinin diigmesiyle uterus bezleri kisalir,
sekresyon azalir, mukoza incelir ve biiziisiir, béylece didstriis sona erer. (5, 10, 11).

Kobay, polidstrik bir hayvandir. Ostriis siklusu yaklagik olarak 14-16 giin siirer.
Proostriis, 1.5 giin, ostriis ortalama olarak 8 saat , metdstriis 3 giin ve diostriis 11 ~ 12 giin
sirer. Prodstriisde seksiiel aktivitede bir artig goriliir. Ostriisdeki diside vulva sigmistir,
vajinal smearda mukus vardir. Kobaylarda ovulasyon spontandir, genellikle &striisiin
baslangicindan 10 saat sonra ve striisiin bitiminden 1.5 - 2 saat sonra olugur (5, 12, 13).

Laboratuar hayvanlarindan olan tavsanlar, mevsimsel bir anostriis sergilerler.
Memeli hayvanlarin ¢ogundan farkli olarak tavsanlar, diizenli bir siklus gostermezler.
Ostriis, bir kag giin siirer. Ciftlesme gergeklesene kadar bir iki hafta stirebilir. Tavsanlarda
iki serviks uteri ve iki kornu uteri bulunmasindan dolay: digi tavsan gebelik doneminde de
ciftlesebilir. Tavsanlarda provoke ovulasyon goriiliir. Ovulasyon ¢iftlesmeden 9 - 13 saat
kadar sonra gergeklesir (14). '

4.2.2. Evcil hayvanlarda striis siklusu

Ineklerde &striis siklusu 21 + 4, diivelerde 20 + 3 giin siirer. Ineklerde, Ostriis
siklusu prodstriis, Ostriis, metdstriis ve didstriis olarak doért evrede incelenir. Prodstriis,
Ostriisden 6nceki dénem olup 2-3 giin siirer. Hizli bir folikiiler gelismenin oldugu evredir.
Ostriis, ¢iftlesmeyi kabul dénemidir. Bu yaklasik olarak 18 saat siirer. Diger evcil
hayvanlarda ovulasyon 6striis evresi iginde veya hemen bitiminde gergeklesirken sadece
inekte Ostriis bittikten sonra goriiliir. Metostriis, ineklerde ovulasyonun sekillendigi ve
korpus luteumun gelistigi donemdir. Didstriis, korpus luteumun aktif olarak progesteron
salgiladify siklusun en uzun ddnemidir. Digstriis donemi boyunca progesteron diizeyi

yiiksektir ve folikiiler geligme baskilamr (1,15, 16).



Kisraklarda ostriis siklusu, ortalama olarak 22 giin siirer. Ancak bu siireler
kisraklarda ¢iftlesme mevsimine gegislerde ve anGstriise girerken degisebilmektedir.
Prodstriis, FSH’nin etkisi altinda graff folikiiliinlin gelisti§i ve Gstrojen tretiminin arttig:
donemdir. Ostriis, kisraklarda 5 - 7 giin siirer. Ovulasyon spontan olarak 6striis bitiminden
24 - 48 saat 6nce sekillenmektedir. Didstriis ve andstriisde , kapali olan serviks, Ostriisde
6demli ve 2 - 3 parmak girecek kadar geniglemistir. Met6striis, korpus luteumun
sekillendigi ve progesteronun salgilandigi evredir ve 3 - 4 giin siirer. Di6striis, siklusun en
uzun donemidir. Anostriis déneminde, Ostréjen ve progesteron seviyesi minimum
diizeydedir (17).

Koyunlarda o&striis siklusu, 16 - 17 giin olup sicak iklimlerde ve giftlesme
sezonunun sonuna dogru daha uzundur. Koyunda prodstriis, 2 - 3 giin siirer. Genelde fark
edilmeden séniik geger. Ostriis siiresi, ortalama 26 - 36 saattir. Ovulasyon spontan olarak
Ostriisiin sonuna dogru olur. Met6striis, koyunda fazla bir 6neme sahip degildir, korpus
luteumun gekillenme evresi olarak kabul edilir ve 2 giin siirer. Didstriis, striis siklusunun
en uzun evresi olup 12 - 14 giin siirer. Anstriis, koyunun sekstiel dinlenme dénemidir (18, 19).

Kopekler, monoostrik hayvanlardir. Yilda bir veya iki ostriis siklusu gosterirler.
Proostriis, kdpeklerde sekstiel aktivitenin baglama periyodudur. Ortalama olarak 9 giin
stirer. Ostriis, disi kopegin ¢iftlesmeyi kabul etmesiyle baslar ve ortalama olarak 9 giin
siirer. Ovulasyon spontan olarak genellikle §striisiin baglamasindan sonra 5 giin iginde
goriliir. Metostriis, disi kopegin erkegi kabul etmedigi donemdir. Pek ¢ok aragtirmaci
metdstriislin, Ostriis iginde 6nemsiz bir kisa dénem oldugunu kabul eder. Dibstriis ise
ostriisden andstriise kadar gecen stiredir. Anostriis, kopeklerde seksiiel dinlenme dénemidir
(20, 21, 22).

Kediler de, mevsimsel olarak politstriis gosteren hayvanlardir. Prodstriis, kedilerde
0.5 - 3 giin siirer. Ostriis, kedilerde ¢iftlesmenin gerceklestigi donemdir. Ostriis belirtileri 6
- 7 glin siiresince goriiliir. Ciftlesme olmamigsa 6 giin siiresince belirtileri gérmek
miimkiindiir. Ciftlesmenin diginda, vajina ve servikse masaj yapilmasi, perineal bolge
ve kuyruk kokiintin ellenmesi, erkegin ¢iftlesme olmaksizin disi iizerine atlamasi,
ekiivyonla vajinal smear alinmasi, GnRH ve HCG uygulanmasida kedi de ovulasyona
sebep olabilir. Metostriis, ovulasyonsuz bir dstriis sonrasinda folikiillerin regrese oldugu
doénemdir (23, 24, 25).



4.3. insanlarda Seksual Siklus

insanlarda ise puberteden (11 - 13 yas) menapoza kadar (45 - 50 yas) uterus
yaklagik her 28 giinde bir, overlerin hormonal kontrolii altinda gergeklesen periyodik
degisiklikler gosterir. Bu degisiklikler serisine menstruel siklus denmektedir. Menstruel
siklus sirasinda uterusta, folikiiler (proliferatif faz), luteal (sekretorik veya progestasyonel
faz) ve menstruel faz olmak iizere ii¢ devre goriiliir. Ovaryumda folikiil geligmesine bagh
olarak artan Ostrojen salmm ve dolayisiyla kandaki Ostréjen diizeyi arttikga bezler
kivrimlar gésterir ve ayni zamanda kan kapillarlarinda genislemeler goriiliir (3, 26).

Kanda ostrojen diizeyi en yiiksek seviyeye ulagtginda kapilar damar duvarlan yer
yer pencereli kapiller 6zelligini kazamrlar. Bu ¢ogalma ve gelisme olayi proliferatif fazda
goriilmektedir. Bu degigsimler ovaryumda geligen folikiiliin ilgili hiicreleri tarafindan
ostrojenin kontroliinde gelistigi i¢in aym zamanda folikiiler faz olarak da amlir. Menstruel
siklusun bu evresi menstruasyondan itibaren 5. - 14. giinler arasinda ger¢eklesmektedir. Bu
evrenin sonunda, 14. - 15. giinlerde ovulasyon gergeklesir. Ovulasyondan sonra ovaryumda
korpus luteum olusur. Gebeligin belli bir donemi i¢in endokrin bir organ gibi gdrev yapan
korpus luteum, progesteron salgilamaya baslar (27). Bu devrede, endometriyumdaki bezler
kivnimlar yaparak genisler ve liimenleri salgi ile dolmaya baglar. Uterinal bezlerin
salgilama dénemlerinin en yiiksek oldugu bu déneme  sekresyon fazi denilmektedir.
Endometriyumdaki degisimler, bu evrede, ovaryumda gelismeye baglayan korpus
luteumun salgiladif1 progesteronun kontroliinde gergeklestigi i¢in, bu evreye aym zamanda
progestasyonel faz veya luteal faz da denilmektedir (26). Menstruasyon devresi, menstruel
siklusun diizenli ve fonksiyonel belirtisidir. Menstruasyon, endometriyumun pars
fonksiyonalis kisminin, arteriyel ve vendz kan karakterlerinin bir arada bulundugu, kendine
6zgii bir nitelifi olan ve pihtilagmayan menstruel kanla beraber dokiilmesidir. Normal
sartlarda 3-4 giin siirer ve ritmik olarak her 28 giinde bir tekrarlamir. Kadinlarda her 28
giinde bir gériilen bu kanama adet kanamasi olarak ta isimlendirilir (3).

4.4, immun Sistem Hiicreleri

Insan ve hayvanlarda, viicudun selliiler ve humoral yonden savunmasinda, gesitli
spesifik ve nonspesifik uyaricilara karg1 immunolojik yanit vermede ve ¢esitli immunolojik
reaksiyonlarda etkin fonksiyonlari olan bazi immun kompetan hiicreler bulunmaktadir
(28). Bunlar genel olarak iki grup altinda incelenmektedir.



1. Lenfoid seriye ait hiicreler
a) Lenfositler ( B - lenfositler ve T - lenfositler )
b) Oldiiriicii hiicreler ( sitotoksik T— lenfositler, CTL; dogal dldiiriicii hiicreler,
NKC; lenfokinle aktive olan 6ldiiriicii hiicreler, LAKC)
2. Miyeloid seriye ait hiicreler
a) Mononiikleer hiicreler ( monosit ve makrofajlar)
b) Polimorfoniikleer hiicreler (nétrofil, eozinofil ve bazofil granulositler,)
c¢) Mast hiicreleri ve trombositler (29).

Lokosit (akyuvarlar) olarak da adlandinlan bu iki gruba ait hiicrelerden lenfositler
ile monosit ve makrofajlara iglerinde graniil bulunmamasi nedeniyle agranulositler denir.
Ancak, lenfositlerin diger bir grubu olarak kabul edilen 6ldiirticti hiicreler (CTL, NKC,
LAKC) graniilliidiirler. Polimorfoniikleer hiicreler ise sitoplazmalarinda ¢esitli dzellikte
graniiller bulunmas1 nedeniyle granulositler olarak tanmimlanmaktadirlar. Miyeloid seriye
ait hiicrelerden olan mast hiicreleri ise, mononiikleer karakterde olup ayni zamanda
graniillidiirler (30).

Lenfositler, immunojenlerin tanminmasinda, hiicresel ve humoral yamtlarda,
hiicreler aras1 iligkilerin regﬁlasyonuhda ve diger immunolojik tepkimelerde (asir
duyarlilik otoimmunite, transplantasyon ve tiimor immunolojisinde vs.) etkin rollere sahip
diferensiye olabilen mononiikleer karakterde immun kompetan hiicrelerdir. Bunlar kan
hiicrelerinin agranulositler grubu i¢inde yer alirlar (CTL, NKC ve LAKC’ler hari¢) (31,
32).

Lenfositler baslica 3 gruba ayrilmaktadirlar.

1. B - lenfositler (B - hiicreleri)

2. T - lenfositleri (T - hiicreleri)

3. Oldiirticii hiicreler ( CTL, NKC ve LAKC ) (33,34).

B - lenfositler, antijenik uyarimlardan sonra plazma hiicrelerine doniigiirler. Plazma
hiicrelerinin esas gorevi, humoral savunmada dnemli rolleri olan gesitli simf (IgG, IgA,
IgM, IgD, IgE) ve alt simiflarda (IgGy, IgG,, 1gGs, 1gGs IgA,, IgA; ... vs.) antikor
sentezlemenin yam sira, antijenleri hiicre yilizeyinde konsantre ederek igeri almak ve
islemek, sonra islenmis bu protein antijenleri de MHC - II molekiillerine baglayarak hiicre

yiizeyinde yardimei T-lenfositlere sunmaktir (35).
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T - lenfositleri, viicutta hiicresel yamitin olugmasinda ve regiilasyonunda (aktivite ve
baskilama), otoimmun hastaliklar, hipersensivite reaksiyonlari, tiimér ve transplantasyon
immunolojisi gibi birgok immunolojik reaksiyonlarda énemli fonksiyonlara sahip immun
kompetan hiicrelerdir. T - lenfositleri, B - hiicrelerinde oldugu gibi, orijinlerini kemik
iliginden alirlar ve timusta diferensiye olarak olgun T - lenfositieri haline gelirler (36).

Insan ve hayvanlarin immun sistemlerinde hiicresel savunmada fonksiyonu olan
hiicreler baghca iki tiir sitotoksik mekanizmaya sahiptirler.

1. Intraselliiler sitotoksik mekanizma

2. Ekstraselliiler sitotoksik mekanizma

Bunlardan birinci grupta yer alan hiicreler, mikroorganizmalar1 igine alarak
(fagositoz) ve fagolizozomlar iginde hidrolitik enzimlerin yardim ile 6ldiirerek sindirirler.
Makrofaj ve polimorf niikleer hiicreler (nétrofil, eozinofil) bu tiir sitolitik mekanizmaya
sahip hiicreler olarak gosterilebilirler (37).

Ikinci mekanizmada gérev alan hiicreler, daha ziyade viriisle infekte, deforme,
transforme hiicreler ile tiimor hiicrelerini (6zellikle hemapoietik orijinli tiimérler) dis
ortamda tamyarak onlara baglamrlar ve kendilerinde bulunan sitolitik enzimlerin disa
¢ikmasi (degraniilasyon) sonu bu dejeneratif hiicreleri ekstraselliiler olarak &ldiiriirler. Bu
tiir isleve sahip hiicreler arasinda, sitotoksik T-lenfositler (CTL), dogal &ldiiriicii hiicreler
(Natural killer cells, NKC) ve lenfokinle aktive olan 6ldiiriicti hiicreler (Lymphokine
activated killer cells, LAKC) sayilabilir (38).

Kemik ilifinde multipotent kdken hiicrelerden orijin alan 6ldiiriicii hiicreler, non-
fagositik, non adherent (yapisma 6zellifi olmayan) ve mononukleer karakterdedirler.
Memeli ve kanathilarin periferal kanlari, lenfoid dokulan ve organlart yam sira diger
dokularinda da bulunurlar. Sitoplazmalarnin da azurofil zellikte iri graniiller (sitolitik
graniiller) bulunur. Bu nedenle kendilerine iri graniilli lenfositler (Large granuler
Iymphocyte, LGL) adi da verilmistir (29).

4.5. Ureme Immunolojisi

Lenf nodiilleri, bademcikler, dalak ve timiis gibi lenfatik dokular, immunolojik
ozellikleri yoniinden oldukga fazla ¢ahgilmistir. Bununla birlikte endometriyum gibi
lenfatik olmayan organlardaki immun kompetan hiicreler ve fonksiyonlan hakkinda gok
sey bilinmemektedir (39).

1 T.C. YﬁKSEK@%RETIM KURULU




Disi genital organlarin immunolojik tepkileri diger lokal mukozal immunolojik
sistemlerle (solunum sistemi, gastrointestinal sistem v.s) karsilastirildiginda spesifiktir ve
Ostriis siklusunun evrelerine gore degismektedir. (40).

Bir ¢ok aragtirict genital sistem organlarindan olan uterusun, ince barsak, meme
bezi ve karaciger gibi mukozal immun sistemin bir pargast oldugunu belirtmislerdir (41,
42).  Ostriis siklusunda, endometriyal dokudaki immunolojik tepkide degisiklik
olmaktadir. Immun sistem hiicreleri ve spesifik immunglobulinler, yabanci maddeleri
spesifik olarak kontrol eder, yikimlar ve tireme sisteminden uzaklagtirir. Ureme sisteminin
diger bir 6zelligi de, serviks uteri ile ikiye ayrilmis olmasidir. Serviks uteri, 6striis donemi
disinda kapalidir, boylece vulva ve vajinada bulunan yabanci maddeler uterusa gegme
olanag1 bulamadif1 i¢in i¢ kisim daha etkili korunmus olur. Ostriis déneminde ise serviks
uteri agiktir. Ciftlesme veya suni tohumlama ile serviks uteriye yakin olarak depolanan
sperma, Ostriis doneminde agilan serviks uteriden uterusa geger ve uterusta ilerleyerek
yumurtaliktan gelen yumurta hiicresi ile birlesir (29). Ostriisde, serviks uterinin agilmasina
paralel olarak patojenlerin girmesi daha kolay oldugu i¢in, uterusun immun fonksiyonu
maksimum derecede artmasina karsin, didstriisde, bu immun tepki en alt seviyeye diiger
(41). Uterus, bir ¢ok onemli tip antijene maruz kalan bir organ olmasina ragmen bu
organdaki antijen sunumu ile ilgili gok az sey bilinmektedir (43).

Disi iireme kanahinda lenf yumrulan bulunmaz. Ureme kanali, gastrointestinal
kanal ve solunum yolu gibi borusal yapilarda lenf yumrular yerine viicut savunmasi igin
ozel immunolojik dokularin varlifi ortaya konulmustur. Disi lireme kanalimn lamina
propriya ve submukozasinda saptanan bu 6zel lenfoid dokulara mukoza iligkili lenfoid
dokular (Mucosa Associated Lymphoid Tissue — MALT ) denilmektedir. MALT, iireme
kanali mukozasinda viicuda giren yabanci maddelerle (mikroorganizma ve sperm antijeni)
B ve T-lenfositlerin karsilagip immun tepkinin uyarildig: bir lenfoid organ 6zelligindedir
(33). MALT, lenfoid hiicrelerin kiimeler halinde veya germinal merkezler igeren
nodiillerde organize olduklar1 bir 6zel sistemdir. Antijenlerin MALT’a gegisleri ile immun
sistem hiicreleri aktive olur. Olusan immun tepki sonucunda MALT’da IgA’larin
sentezlendigi ve IgA’larin mukoza membranindan limene gegebildikleri ortaya
konulmustur. Digi tireme kanalinda, dstriis doneminde, serviks uterinin agilmasina paralel
olarak IgA ve IgG sinifi antikorlarin ¢ogaldigi, boylece lokal savunma etkinliginin arttig:

bildirilmektedir. Siganlarda radioimmunoassay teknigi ile yapilan galigmalarda, uterus ve
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vajinada IgA ve IgG diizeylerinin pro0striis doneminde ¢ok yiiksek oldugu, didstriis
doneminde ise azaldigi saptanmigtir. Benzer ¢aligmalarda proGstriis ve Ostriis
donemlerinde, uterusa inokiile edilen E. coli sayisimn azalmasi, Ostriis déneminde disi
tireme kanalinda fagositoz olaylarinin etkili oldugunu ortaya koymaktadir (29).

Bir ¢ok arastiric1 6striis siklusunda endometriyumda bulunan lokal immun sistemin
hormonlar tarafindan regiile edildigini bildirmiglerdir (40, 42, 44, 45, 46, 47, 48, 49). De ve
Wood (46), 6stréjen ve progesteron iiretimini inhibe eden ovariektomik farelerde, makrofaj
sayisinda anlamli bir azalma oldugunu bildirmiglerdir. Farelerde progesteronun baskin
oldugu digstriis evresinde plazma hiicrelerinin sayisinin ¢ok az oldugu, Gstrojen
seviyesinin arttif1 prodstriis evresinde ise bu saymin arttif1 bildirilmistir (50). Yapilan bir
bagka ¢aligmada, uterusdaki immun tepkinin kandaki progesteron seviyesi arttiginda
zayifladify bildirilmigtir. Progesteronun indirekt olarak immunsupresif molekiillerin
sekresyonunu indiikleyerek uterus lenfositlerini inhibe ettigi distiniilmektedir (51).
Ayrica,Wira ve ark. (52) ovariektomi yapilan ratlara 6stradiol verildiginde 3 giin boyunca
uterus liimeninde IgA ve IgG birikiminde artis oldugunu ve endometriyuma plazma
hiicrelerinin infiltre oldugunu gostermislerdir.

Siganlarda yapilan g¢aligmalarda Ostriis siklusunun evrelerine gére immun kompetan
hiicre yogunluklarinin degistigi gosterilmigtir. Kaushic ve ark. (47), T-lenfosit, NKC ve
makrofajlarin 6zellikle striis doneminde arttigini, didstriis devresinde ise bu hiicrelerin oldukg¢a
azaldigini belirtmislerdir. Bagka aragtumacilar, siganlarda plazma hiicreleri sayisuun prodstriis
déneminde yiiksek oldugunu, didstriisde ise sayinun azaldigin bildirmiglerdir ( 53, 54).

Gebe uterusundaki fotils ve maternal hiicreler arasindaki immunolojik iliskiyi
aciklamak igin olduk¢a ©nemli c¢aligmalar yapilmaktadir. Normal endometriyumdaki
l6kositlerin biitiin fenotipik ve fonksiyonel dzellikleri, implantasyon ve plasentasyonun daha
kolay anlasilmasindan bagka, gebelik patolojisinin temelini olugturan patojenik arastirmalara
da imkan saglar. Uterusun immun tepkisinin hiicresel temeli hakkindaki bilgilerin implante
olan embriyoya ve allojenik spermatozoaya karsi son derece az olmasindan dolayi, uterusdaki
immun sistem hiicrelerinin ¢alisilmasimn bu sistemin immun fonksiyonu ile ilgili bilgileri
artiraca@ bildirilmektedir (29).

Normal endometriyumda bulunan immun kompetan hiicreler ile bunlarin immunolojik
fonksiyonlart hakkindaki bilgiler, patolojik endometriyal doku ile kargilagtirma yapmamizi
kolaylastirir. Bu bilgi yeni terapi prensiplerine rehberlik edebilir (39).
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Bu calismada, ostriis siklusu (pro6striis, Ostriis, metdstriis, didstriis) boyunca
endometriyumda goriilen hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicreleri dagiliminin

histokimyasal olarak belirlenmesi amaglanmigtir.



5. MATERYAL ve METOT

5.1. Materyal

Bu ¢alismada, agirliklar1 200-250 g arasinda degisen 3 aylik 28 adet Wistar Albino
disi sigan kullanildi. Siganlar, &striis siklus evrelerine gore, her grupta 7 adet hayvan
olmak f{izere 4 ayn gruba ayrildi. Ayri kafeslerde gruplar halinde bulunan hayvanlar,
standart sican yemi ve su ile ad libitum beslenmeye tabi tutuldu. Biyolojik ritimlerinin

diizenli olabilmesi igin 12 saat yapay 151k, 12 saat karanlik uygulandi.

5.2. Metot

5.2.1. Ostriis evrelerinin tespiti

Ostriisun dénemlerini belirlemek i¢in Mallenby ve ark. (6)’ min kullandiklar
vajinal smear yontemi uygulandi. Vajinal smear alinmadan 6nce siganlarin vulva etrafi %
70°1ik alkolle silinip temizlendikten sonra steril ve tek kullanimlik tahta ¢ubuklarla vajina
duvarindan nazik bir sekilde siiriintii alindi. Alinan siiriintii temiz bir lam {izerine yayilds,
lizerine % 70’lik etil alkol dokiilerek 5 dakika siireyle tespit edildi. Havada kurutulan

siirme preparatlar % 1’lik olarak hazirlanan metilen mavisi ile 5 dakika boyandi.

5.2.2. Doku érneklerinin alinmasi ve degerlendirilmesi

Farkl: siklus déneminde siganlar yiiksek doz eter ile uyutularak dekapite edildi.
Abdominal diseksiyon ile uteruslart alinarak formol-alkol tespit sivisinda 24 saat siireyle
tespit edildi. Tespit sivisindaki doku orneklerine bilinen histolojik doku takibi iglemleri
uygulandi. Genel doku takibinden sonra dokular paraplastta bloklandilar. Hazirlanan
bloklardan rotary mikrotom (Leice RM 2135, Germany) ile alinan 6 p kalinhigindaki
kesitlere plazma hiicrelerini belirlemek i¢in metil green - pironin boyama yontemi
uygulandi (55).

Alinan dokulardan bir kismu da alfa naftil asetat esteraz (ANAE) pozitif hiicreleri
belirlemek i¢in 6nceden sogutulmus tamponlu formol - sukroz soliisyonunda +4° C
derecede 22 saat siireyle tespit edildikten sonra +4° C derecede Holt soliisyonunda 22 saat
tutuldu (56) ve kriyostat’ta (Shandon AS 620, London) 10 p kahnligindaki kesitler,
onceden formol-jelatin ile kaplanmis olan lamlara alindi. Preparatlar oda sicakliginda bir

saat kurumaya birakildi. Alfa naftil asetat esteraz (ANEA) pozitif hiicrelerin belirlenmesi
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icin kesitler, Mueller ve ark (56)’ na gore hazirlanan sodyum floriir ( NaF ) ilave edilen ve
edilmeyen inkubasyon soliisyonunda pH 7.2°de 5 dakika siireyle kontrollii olarak tutuldu.
Bu siire sonunda yikanan kesitlere, pH’s1 4.2 olan asetat tamponunda ¢ozdiiriilen % 1°lik
metil green ile 5 dakika ¢ekirdek boyamasi uygulandi. Preperatlar dereceli alkollerden
gegilerek suyu giderildi, ksilolde parlatild1 ve entellanla kapatildi.

Hazirlanan preperatlar, Nikon Optiphot 2 model aragtirma mikroskobunda incelendi

ve gerekli goriilen bolgelerin fotograflan ¢ekildi.

5.2.3. Plazma hiicre sayimi

Uterus doku kesitinin, metil green - pironin boyama yoéntemi ile boyanan
preperatlarinda plazma hiicrelerinin sayisal dagilimini saptamak igin yapilan hiicre
sayimlarinda 100 kare okiiler mikrometre (eyepiece graticule) kullanildi. Plazma hiicreleri,
40’11k objektif biiyiitmesinde 100 kare igerisine diigen birim alanda sayildi. Her kesitte
endometriyumda rastgele segilen 8 farkli bolgede hiicre sayimlan yapildi. Bu sekilde seri
kesitlerin sayilmasi ile elde edilen rakamlarin aritmetik ortalamasi alindi. Béylece 100 kare
okiiler mikrometrenin kapsadifn alandaki ortalama plazma hiicre sayis1 saptandi.
Mikrometrik lam yardimiyla 40°lik objektif biiytitmesi ig¢in 100 kare okiiler mikrometrenin
alan saptandi (57). Daha sonra tiim sayisal veriler, 1 mm? ' lik birim alandaki plazma hiicre

sayisina doniistiiriildii.

5.3. Istatistiksel analizler
Ostriis siklusunun prodstriis, Ostriis, metdstriis ve didstriis evrelerinde, plazma
hiicre sayilarinin genel istatistiksel degerlendirilmesi ve bu evreler arasi varyans analizleri

(ANOVA) SPSS (IBM-PC) paket programinda gergeklestirildi (58,59).
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6. BULGULAR

Ostriis siklusunun biitin doénemlerinde incelenen selliller savunma sistemi
hiicrelerinin, &striis evresinde oldukga artmasina karsin, metostriise dogru gittikge azaldigy,
diostriis déneminde ise seyrek bulundugu gézlendi. Prodstriis evresinde bu hiicrelerin
say1simn didstriise gore fazla oldugu belirlendi.

Proostriiste, biiyiiklii kiigiiklii graniilleri ve heterojen boyanmasi ile saptanan dogal
oldiirticti hiicrelerin (natural Killer cell, NKC) az sayida olmak iizere 6zellikle subepitelde
bulundugu goézlendi. iri ve yegil boyanan bir gekirdek ve bu gekirdek ile hiicre zarimn
arasindaki sitoplazmada sayilar1 degisen sekilde homojen boyanan graniilleri ile T-
lenfositler ise, daha gok endometriyumun stratum fonksiyonalis boliimiinde gdzlendi.
Prodstriisiin  baglangic donemini yansitan bir 6rnekte NKC’ler yogun bir sekilde
mezometriyal iiggende saptandi. Bu dénemde endometriyumda makrofajlara rastlanmadi.
Makrofajlar az sayida olmak iizere stratum vaskularedeki kan damarlarinin gevresinde ve
mezometriyal liggende saptandi1 (Resim 1, 2, 3, 4).

Ovulasyonun gergeklestigi ostriis evresinde, selliiler savunma hiicrelerinin oldukca
fazla sayida bulundugu gozlendi. Bu donemde saptanan NKC’lerin 6&zellikle
endometriyumun subepitel bslgesinde lokalize oldugu saptandi. Bazi 6rneklerde ise, bu
hiicrelere daha az sayida bezler etrafinda ve stratum bazaliste rastlandi. Baz1 preparatlarda
ise mezometriyal iliggende kiimeler olusturdugu tespit edildi. Sodyum floriir (NaF)
icermeyen inkiibasyon soliisyonu ile yapilan boyamalarda, lamina epitelyaliste son derece
koyu boyanmalarin gergeklestigi goézlendi. NaF’siz 6m¢:=‘:klerde, NKC’lerin de olduk¢a
koyu boyandig: goriildii. T-lenfositlerin endometriyum boyunca olduk¢a yogun bulundugu
ancak bu yogunlugun 6zellikle stratum fonksiyonaliste stratum bazalise gére daha fazla
oldugu saptandi. T-lenfositlerin bazi bezlerin gevresinde de lokalize olduklar1 goriildii. Bu
donemde makrofajlarin, 6zellikle mezometriyal liggende ve bu bolgeye yakin olan stratum
vaskularedeki kan damarlarinin etrafinda kiimeler seklinde yogunlastigi, miyometriyumun
diger kisimlarinda ise seyrek olarak bulundugu gézlendi. Endometriyumda ise makrofajlar
tespit edilemedi (Resim 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12).

Sekresyon devresinin ilk asamas: olarak kabul edilen metgstriis dsneminde selliiler
savunma sistemi hiicreleri sayisinin Ostrils evresine gore azaldigifakat bu hiicrelerin
sayisinin prodstriis evresine goére arttid belirlendi. Bu savunma sistemi hiicrelerinden

NKC’lerin sayisinda azalma saptandi. NKC’lerin siklusun biitin dénemlerinde oldugu



gibi, ozellikle subepitelde bulundugu ve baz Omeklerde lamina propriyada, stratum
fonksiyonalisde ve bezlerin arasinda yer aldifi saptandi. Yine baz1 6rneklerde NKC’lerin
mesometriyel liggende kiimeler olusturdugu gozlendi. T lenfositlerin 6zellikle subepitel ve
stratum fonksiyonaliste, bazen de bezler ¢evresinde az sayida yer aldigi belirlendi.
Metostriis doneminde endometriyumda makrofajlar saptanamadi. Makrofajlara, siklusun
diger dénemlerinde oldugu gibi mezometriyal . liggende ve stratum vaskularisteki kan
damarlarinin etrafinda az sayida rastlandi (Resim 13, 14, 15, 16).

Siklusun son doénemi olan didstriiste ise, selliiler savunma sistemi hiicreleri
say1isiin son derece azaldigi gozlendi. NKC’ler, subepitel ve gok nadir olarak da stratum
fonksiyonaliste saptandi. T-lenfositler, biitiin endometriyum boyunca nadir olarak
g6zlendi. Bu donemde de endometriyumda makrofajlara rastlanmadi. Ancak, bu hiicrelere
siklusun diger ii¢ evresinde belirtilen bélgelerde ¢ok az sayida rastlandi (Resim 17, 18, 19,
20).

Humoral savunmada rol oynayan plazma hiicrelerinin, selliiler savunma sistemi
hiicrelerinde oldugu gibi, ostriis siklusu dénemlerine gére degisimler gosterdigi belirlendi.
Plazma hiicrelerinin en fazla sayida prodstriis doneminde bulundugu, bu sayinin sirasiyla
Ostriis, metostriis ve didstriis evrelerine dogru oldukga azaldig: belirlendi. Siklusun biitiin
donemlerinde plazma hiicrelerinin 6zellikle bezler ve damarlar etrafinda bulunmakla
birlikte endometriyumun farkli bolgelerinde degisik yogunlukta bulundugu tespit edildi
(Resim 21, 22, 23, 24).

Tablo. Ostris siklusu evrelerinde endometriyumda plazma hiicrelerinin dagilim

Ostriis Evreleri n Plazma Hiicresi Adet / mm®
Aritmetik Ortalama (x£SH)

Prodstriis 7 57.14 + 1.87°

Ostriis 7 4229+ 1.27°

Metostriis 7 28.57 £0.90°

Didstriis 7 14.29 £ 0.87°

Plazma sayilan siitunundaki farkli striis evrelerininde farkli harf tasiyan grup

ortalamalar istatistiksel olarak 6nemli farkliliga sahiptir (p<0.05).
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Resim 1. Prodstriis evresindeki uterusun kesiti. Esteraz pozitif hiicrelerin daha cok
stratum fonksiyonaliste lokalizasyonu. L: Liimen, E: Endometriyum, My: Miyometriyum,
Mz: Mezometriyum, B: Bez. ANAE, X 90.
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Resim 2. Resim I'in daha biiyiik biiyitmedeki gorinimi, Endometriyumda
subepitelde lokalize olan esteraz pozitif hiicrelerinin (Ph) goriniimi. LE: Lamina epitelyalis,

B: Bez, E: Endometriyum, ANAE, X 180
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Resim 3. Prodstriis evresinde endometriyum subepitelindeki esteraz pozitif
hiicrelerin (Ph) daha biiyiik biiyilitmedeki goriintimii. LE: Lamina epitelyalis, E:
Endometriyum, ANAE, X 360

Resim 4. Prodstriis evresinde subepitelde lokalize esteraz pozitif dogal Sldiiriicii

hiicreler (NKC) ve T - lenfositlerin (T) goriintimii. LE: Lamina epitelyalis, ANAE, X 72

1.C. Yﬁxsmmmwm MJ nuw
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esteraz pozitif
hiicrelerinin goriiniimii. L: Liimen, My: Miyometriyum, Mz: Mezometriyum, B: Bez, E:
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Resim 6. Ostriis evresinde endometriyumda diffuz olarak lokalize olan esteraz
pozitif hiicrelerinin daha biyiik biiyiitmedeki goriintimii. Pozitif hiicreler (Ph) stratum
bazaliste lokalizedir. LE: Lamina epitelyalis, My: Miyometriyum, B: Bez, E:
Endometriyum. ANAE, X 180.
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Resim 7. Ostriis evresinde subepitelde lokalize esteraz pozitif hiicrelerinin (Ph)
daglllmx B: Bez, E: Endometriyum ANAE, X 360..

Resim 8. Ostriis evresinde endometriyumda stratum bazalisde lokalize dogal
olduriici hiicreler (NKC) ve T-lenfositlerin (T) gorinimii. My: Miyometriyum. ANAE, X
720.
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9. Sodyum floriir (NaF) igermeyen boyamal

kesiti. Pozitif hiicrelerin (Ph) genel dagilimi. Mz: Mezometriyum, My: Miyometriyum, E:

n;etriy{lm
miyometriyumdaki  makrofajlarin (M)  g6rintimii. Mz Mezometriyum, My:
Miyometriyum, E: Endometriyum. ANAE, X 180.

nde endo ‘daret ozitif hiicrelerinin (Ph) ve
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Resim 11. Ostriis evresinde miyometriyumda damar ¢evresinde lokalize

makrofajlarin (M) biiyiik bityiitmede goriiniimii. My: Miyometriyum. ANAE, X 360

Resim 12. Resim 9'daki kesitin farkli bir bolgesi. Makrofajlar (M), My:
Miyometriyum. ANAE, X 360.
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Resim 13. Metostriis evresinde uterusun kesiti. Esteraz pozitif hiicrelerin (Ph) genel

dagilimi. L: Liimen, E: Endometriyum, My: Miyometriyum, B: Bez, Mz: Mezometriyum.

Resim 14. Metostriis evresinde uterusun biyiik bilyiitmedeki goriniimii.Ph:Pozitif
hiicre, L: Liimen, B: Bez, E: Endometriyum. ANAE, X 180..
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Resim 15. Metostriis evresinde uterun daha biiyiik biiylitmede goriiniimii. Ph:
Pozitif hiicre, LE: Lamina epitelyalis, E: Endometriyum, B: Bez. ANAE, X 360.

Resim 16. Metostriis evresinde endometriyumda NKC ve T hiicreleri. B: Bez.
ANAE, X 720.
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Resim 17. Didstriisdeki uterusun genel gériiniimii. Esteraz pozitif hiicrelerinin diger
evrelerden daha az oldugu gorilmekte. L: Liimen, My: Miyometriyum, Mz:
Mezometriyum, B: Bez, E: Endometriyum. ANAE, X 90.
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Resim 18. Resim 17'nin biiyiik biiyiitmedeki goriintimii. Subepitelde az sayida

pozitif hiicre goriilmekte. Ph: Pozitif hiicre, LE: Lamina epitelyalis, My: Miyometriyum,
B: Bez, E: Endometriyum. ANAE, X 180.
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Resim 19. Didsriis evresmde endometriyumda esteraz pozitif hiicrelerinin (Ph)

goriiniimii. LE: Lamina epitelyalis, E: Endometriyum. ANAE, X 360.

Resim 20. Didstriis evresinde endometriyumda esteraz pozitif (Ph), NKC ve T -
lenfosit (T) hiicrelerinin gériinimii. ANAE, X 720.
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Resim 22. Ostriis evresinde endometriyumda dagilmis plazma hiicrelerinin (P)

goriinlimii. B: Bez, K: Kapiller, Metil green - pironin, X 720.
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Resim 23. Metostriis evresinde endometriyumda damarlar etrafinda lokalize plazma

hiicreleri (P). K: Kapiller. Metil green - pironin, X 720.
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Resim 24. Dibstriis evresinde endometriyumda gittikge azalan ve bezler etrafinda

lokalize plazma hucreleri (P). B: Bez, Metil green - pironin, X 720.
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7. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alisma, oOstriis siklusunun farkli evrelerine gére sigan endometriyum
dokusundaki hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin dagilimin belirlemek
amaciyla yapildi.

Insanlarda met6striis ve diSstriisii kapsayan ve seksual siklusun 14. - 15. giiniinden
28. giiniine kadar devam eden sekretorik fazi selliiler savunma sistémi hiicrelerinin
olduk¢a fazla sayilarda bulundugu dénemdir. Bazi aragtirmacilar (60, 61, 62)’a gére, T-
lenfosit ve makrofajlarin sayilar1 insanlarda sekretorik fazin sonunda son derece
artmaktadir. Laguens ve ark. (61)’na gére, proliferatif fazda bu hiicreler az sayida ve bezler
etrafinda goriiliir. Bulmer ve ark. (60)’da, T - lenfosit ve makrofajlarin proliferatif fazda
bezlere yakin goriildiigiinii ve kiimeler olusturmadigini, sekretorik fazda ise bu hiicrelerin
sayilarinin artarak daha ¢ok bezler etrafinda lokalize oldugunu bildirmigtir. Bonatz ve
ark.(39)’na gore, T - lenfosit ve bazi makrofaj alt tipleri, sekretorik devrenin 21-22.
giinlerinde artmakla birlikte 23 - 24. giinlerinde bu say1 diigmektedir. Proliferatif devrede
makrofajlarin bez i¢i ve bez gevresinde az sayida, stromada ise daha fazla sayida
saptandigr bildirilmistir. T - lenfositlerin ise, proliferatif fazda stromada daguuk
bulundugu, 21 ve 22. giinlerde ise bu saymin stromada arttifi ve kiimeler olusturdugu
bildirilmigtir (39). King ve ark. (45) ile Bulmer ve ark. (60)’na gore, lenfosit ve
makrofajlara ilave olarak NKC sayis1 da sekretorik fazin ortasinda ve sonunda, proliferatif
faza gore oldukga artmaktadir.

De ve Wood (46) fare uterusunda yaptiklar1 bir ¢aligmada, makrofajlarin sayisal
olarak didstriis, prodstriis ve Ostriis fazlar1 arasinda anlamlt bir degisim gostermedigini,
fakat dagilima bagli degisimin Ostriisde goriildiiglinii belirtmislerdir. Koyunlarla ilgili bir
caligmada, T - lenfositlerin siklusun biitiin dénemlerinde stromada goriildiigii ve bu
lenfositlerin bazen kiimeler olusturdugu kaydedilmigtir (63). Koyun ve sigirlarda yapilan
calismalarda, uterusun immun fonksiyonunun sekretorik fazda azaldigi bildirilmisgtir.
Ayrica, ovariektomi yapilan koyun ve ineklere progesteron verildiginde, uterusun immun
fonksiyonunun azaldigi belirtilmistir (41). Ineklerde ise, endometriyumda bulunan
lenfositlerin Ostriis siklusu boyunca anlamli bir degisim gostermedigi saptanmastir (64).

Rachman ve ark. (44), Canning ve ark. (42) ile Shaikh (50), farelerde yaptiklan
caligmalarda, plazma hiicrelerinin  yogun olarak prodstriisde  gorildiigiind,

digstriisde ise az sayida hiicreye rastlandigimi bildirmislerdir. Plazma hiicrelerinin
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prodstriisde endometriyumun stromasinda homojen bir sekilde dagildifa bildirilmigtir
Yapilan bir ¢aliymada (42), farelerde prodstriisde plazma hiicrelerinin endometriyumda
stromada daha ¢ok uterus bezleri ve limende fazla sayida goriildiigli, hiicrelerin
subepitelde genellikle kiimeler halinde, bezler gevresinde ise dafimik bir sekilde
bulundugu belirtilmistir. Diger plazma hiicrelerinin ise stromada rasgele dagilmig olup,
miyometriyuma yakin olarak bazal endometriyumda yer aldigi kaydedilmigtir. Parr ve Parr
(51) ise, farelerde plazma hiicrelerinin Ostriis evresinde genellikle bezler gevresinde
bulundugunu bildirmigtir. Markovic ve ark. (40)’na gore, plazma hiicrelerinin sayis1
sicanlarda Ozellikle Sstriis ve metdstriis evrelerinde artmaktadir. Hiicre sayilarinda §striis
ve metdstriis evrelerine gére, prodstriis ve didstriis evrelerinde azalma oldugu bildirilmigtir.
Aym aragtirici, met0Ostriisde ¢ok sayida plazma hiicresinin lamina propriyada ve gruplar
halinde uterus bezlerinin etrafinda yer aldigini, didstriisde ise plazma hiicrelerinin bezler
aras: stromada bulundugunu bildirmistir. Hussein (65), Hussein ve ark. (66)’na gére,
domuzlarda artan §stradiol etkisine bagli olarak, plazma hiicresi sayis1 Ostriis evresinde
artmaktadir. Ineklerde plazma hiicresi sayisimin ostriisde en fazla sayiya ulastign (67),
atlarda ise endometriyumda bulunan plazma hiicrelerinin sayilarimin sekretorik fazda
arttify bildirilmektedir (68).Wira ve Sandoe (53), sicanlarda plazma hiicrelerinin siklusun
her asamasinda goriildiigiint, hiicre yogunlugunun &zellikle prodstriisde arttifim ancak
diostriisde azaldifini belirtmigtir. Yapilan bir ¢aligmada (54), siganlarda 6striis siklusu
sirasinda plazma hiicrelerinin sayisimn prodstriisde arttifi, didstriisde ise bu saymnin
azaldig1 bildirilmigtir. Bir bagka galismada, siganlarda plazma hiicresi sayisinin Sstriis ve
metdstriisde arttifi, prodstriis ve didstriisde azaldig: bildirilmigtir (40).

Bu ¢aligmada, hiicresel savunma sistemine ait olan hiicrelerden T - lenfositler,
dogal oldiriici hiicreler ve makrofajlanin, ostriis evresinde olduk¢a artmasina karsin,
metdstriise dogru gittikce azaldifi, diostriis doneminde ise seyrek bulundugu gozlendi.
Prodstriis evresinde bu hiicrelerin sayisinin didstriise gore biraz daha fazla oldugu saptandi.
Bu aragtirmada, humoral savunmada gorevli olan plazma hiicrelerinin en fazla sayida
prodstriisde goriildiigli, bu sayimun sirasiyla Ostriis, metSstriis ve dibstriis evrelerine
dogru gittik¢e azaldigi belirlendi.

Bazi aragtirmacilar (39,45,60) insanlarda yaptiklar1 ¢alismalarda, met6striis ve
didstriis evrelerini kapsayan ve seksual siklusun ovulasyonun gergeklestigi 14. 15.

giiniinden 28. giiniine kadar devam eden sekretorik fazda, selliiler savunma hiicrelerinden
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olan T-lenfosit, NKC ve makrofajlarin oldukga fazla sayida arttigimi bildirmektedirler.
Ay aragtirmacilar, prodstriis ve Ostriis evrelerini kapsayan siklusun 5. giiniinden
ovulasyon dénemine kadar devam eden proliferatif fazda, yukarida ifade edilen hiicrelerin
azaldiim belirtmektedirler. Siganlarda yapilan bu g¢aligma da ise, selliiler savunma
hiicreleri sayisinin insanlardan farkli olarak &zellikle proliferatif fazin ilk evresi olan
prodstriis evresinden Ostriis evresine dogru oldukga arttifi, bu hiicrelerin sayisinin,
sekretorik fazin ilk evresi olan metdstriise dofru gittikge azaldifi, didstriis déneminde ise
seyrek bulundugu gézlendi. Prodstriis evresinde bu selliiler savunma sistemi hiicrelerinin
sayisinin metdstriis evresine gére az, didstriis evresi ile karsilagtinldifinda ise biraz daha
fazla oldugu saptandi. Bulmer ve ark. (60) ve Laguens ve ark. (61)’na gore, insan
endometriyumunda selliiler savunma sistemi hiicreleri bezlere yakin bulunmakla birlikte
kiimeler olusturmadifi, ancak Bonatz ve ark. (39)’na gére, bu hiicrelerin bezler etrafinda
kiimeler olusturdugu bildirilmistir. Bu ¢aliymada, selliiler savunma hiicrelerinin siklusun
hi¢bir déneminde kiimeler olusturmadig: tespit edildi.

Koyun ve sifrlarda yapilan calismalarda, uterusun immun fonksiyonunun sekretorik
fazda azaldigi, ayrica aymi hayvanlarda ovariektomi sonrasi progesteron hormonu verildiginde,
benzer bulgularin elde edildigi bildirilmistir.(41) Sicanlarda yapilan bu aragtirmada, uterusun
sekretorik fazindaki savunma hiicrelerinin azalmasindan dolayl, yukaridaki verilerle benzerlik
gOstermektedir.

De ve Wood (46), fare uterusunda yaptiklar: bir ¢caligmada makrofajlarin, sayisal olarak
diGstriis, prodstriis ve dstriis fazlan arasinda anlamli bir degisim g&stermedigini, fakat dagihma
bagh degisimin Ostriisde goriildiigiini belirtmiglerdir. Bu galismada, siganlarda, makrofajlara
endometriyumda hi¢ rastlanmamakla birlikte Ostriis siklusunun &zellikle Ostriis evresinde
mezometriyal {iggen ve stratum vaskularedeki kan damarlarinin etrafinda oldukga fazla sayida
oldugu gézlendi. Siklusun diger evrelerinden olan proostrus ve metdstriisde yukarida belirtilen
bolgelerde bu hiicrelerin azaldig diGstriis evresinde ise ¢ok seyrek bulundugu saptandi.

Kaushic ve ark. (47) siganlarda lenfosit, NKC ve makrofajlarin, §striiste fazla
olmasina karsin, prodstriis ve didstriiste bu sayimnin olduk¢a azaldigini, didstriisiin ise, bu
hiicrelerden tamamen yoksun oldugunu belirtmiglerdir. Siganlarda yapilan bu arastirmada
ise, T - lenfositler, NKC ve makrofajlarin §striis evresinde olduk¢a artmasina kargin
metdstriise dogru gittikge azaldifi, didstriis doneminde ise seyrek bulundugu gozlendi.

Pro&striis evresinde, bu hiicrelerin sayisinin didstriise gore biraz daha artifn  tespit edildi.
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Bu bulgular, Kaushic ve ark. (47) nin verileriyle tam bir paralellik gostermektedir. Ancak,
Kaushic ve ark. (47)’na gére, bu hiicreler endometriyumdaki bezlerin etrafinda kiimeler
olugtururken, yapilan bu aragtirmada endometriyumda bezler etrafinda selliiler hiicrelerden
olusan kiimelere rastlanmadi tespit edildi.

Bazi aragtirmacilar farelerde (42,44,50) ve siganlarda (53,54) yaptiklan
caligmalarda, plazma hiicrelerinin yogun olarak prodstriiste goriildiiZiinii, di6striiste ise az
sayida hiicreye rastlandifimi bildirmiglerdir.Hussein (67) ile Hussein ve ark. (68)’na gore
domuzlarda, ayrica Whitmore ve Archbald (69)’a gére ineklerde, plazma hiicresi sayisinin
ostriiste en fazla sayida bulundugu,Mitchell ve ark. (70)’na goére ise atlarda, bunun tam
tersi bir durumun s6z konusu oldugu belirtilmektedir. Markovic ve ark. (40) ise, plazma
hiicreleri sayisimin Ostriis ve metSstriis doneminde arttifim, didstrlis ve prodstriis
déneminde ise azaldigim ifade etmiglerdir. Siganlarda yapilan bu g¢aligmada, plazma
hiicrelerinin en fazla sayida prodstriiste goriildiigii, bu sayinin sirasiyla Ostriis, metdstriis ve
didstriis  donemlerine dogru gittikge azaldigi belirlendi. Bu aragtirmadaki bulgular,
yukaridaki aragtiricilarin verileriyle benzerlik gostermektedir. Ancak, Mitchell ve ark.
(70)’min atlardaki plazma hiicrelerinin sekretorik fazda artmas: ile Markovic ve ark.
(40)’nin  siganlardaki plazma hiicrelerinin ozellikle prodstriis doneminde azalmasi ve
metdstriis doneminde ise artmas: verileriyle farkliik géstermektedir.

Rachman ve ark. (44)’na gore, farelerde plazma hiicreleri endometriyumda
homojen dagilirken; Canning ve ark. (42)’na gére farelerde, Markovic ve ark. (40)’na gore
ise siganlarda plazma hiicreleri endometriyumda dagimk bir sekilde bulunmakla birlikte
ozellikle bezler etrafinda kiimeler olusturdugu belirtilmektedir.

Bu calismada, plazma hiicrelerinin lokalizasyonu Rachman ve ark. (45) ile farklihik
gosterirken, diger arastiricilarla paralellik sergilemektedir.

Sonu¢ olarak, endometriyumdaki hiicresel ve humoral savunma sistemi
hiicrelerinin, 6striis siklusunun farkli evrelerinde degisik dagilimlar gosterdigi tespit
edildi. Ostriis siklusunun, hormonal regiilasyonun kontrolii altinda bir birini takip eden
farkli evreler igerdigi ve evreler arasindaki immunolojik tepkilerdeki farklilifin yine bu
hormonal kontroliin altinda ortaya ¢iktifi kanaatine varildi. Boylece, disi cinsiyet
hormonlariyla iireme kanalindaki immunolojik tepki arasindaki iligkinin aydinlatilmasi igin

daha ileri ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu diisiincesindeyiz.
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8. OZET

Bu ¢aligma, Ostriis siklusunun farkll evrelerine gore sigan endometriyum
dokusundaki hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin strus siklusunun farkl
evrelerine gére dagilimim belirlemek amaciyla yapildi.

Calismada, 28 adet digi Wistar Albino sigan kullanildi. Ostrus siklusunun farkl
evrelerinde dekapite edilen siganlarin uteruslar1 uzaklagtinldi. Uteruslarn bir kismi
plazma hiicresi boyamasi i¢in formol — alkol tespitinde, dier bir kismi ise enzim
boyamas: i¢in tamponlu formol — sukroz soliisyonunda tespit edildi. Hazirlanan parafin
bloklardan alinan kesitlere metil green pironin boyama y6ntemi uygulandi. Kriyostat’ta
alman diger kesitlere ise  alfa naftil asetat esteraz pozitif hiicreleri belirlemek igin
(ANAE) enzim boyamas: yapildi.

T - lenfositler, dogal oldiiriici hiicreler (natural killer cells, NKC) ve
makrofajlarm, 6striis evresinde oldukga artmasmna karsin, metdstriise dogru gittikge
azaldigy, diostriis ddneminde ise hiicrelerin olduk¢a seyrek bulundugu gézlendi. Prodstriis
evresinde bu hiicrelerin sayisiin didstriise gore biraz daha arttif1 saptandi.

Plazma hiicrelerinin en fazla sayida prodstriisde gériildligii, bu sayimn sirastyla
Ostriis, metostriis ve didstriis evrelerine dogru olduk¢a azaldif belirlendi.

Endometriyumdaki hiicresel ve humoral savunma sistemi hiicrelerinin, striis

siklusunun farkli evrelerinde degisik dagilimlar gésterdigi sonucuna varildi.
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9. SUMMARY

This study was performed to investigate the distribution of the cellular and the
humoral immune system cells in the endometriyum tissue of the rat at various stages of
the estrous cycle. In the study 28 female Wistar Albino rats were used. Uterine tissues
from female rats, following decapitation, were selected at various stages of the estrous
cycle. To stain the plasma cells, some of the uterine tissues were fixed in the solution of
formol alcohol, while the others, for the staining of the enzyme, were placed in the solution
of formol - sucrose. After the parafinization process, sections were cut on a microtome
and were stained with the metil green - pyronin method. The other sections cut on a
cryostatic microtome were stained with the alfa naphtil acetate esterase in order to
observe ANAE positive cells.

This study has demonstrated that although the number of T lymphocytes and
natural killer cellsqtNKC) and macrophages at the stage of estrous were found to be
ratherly increased, these cells tended to decline towards of the metestrous and these ones
were rarely present at the stage of the diestrous.However, these cells were found to be
increased a little more the proestrous compared with the stage of diestrous.

Plasma cells were present in the large numbers at the stage of proestrous, but the
numbers of these cells were observed to tend to ratherly decrease towards the stages of
estrous, metestrous and diestrous.

In conclusion, this study, suggest that the different distribution of cellular and
humoral immune cells‘ in the endometrium may vary with the different stages of the

estrous cycle.
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