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OZET

Farelerde Lipopolisakkarit ile Olusturulmus Preterm Dogum M odelinde

Anti-Makrofaj Migrasyon Inhibitér Faktor Antikorunun Etkinligi

Amag: Preterm dogum eyleminin baslamasinda proinflamatuar sitokinlerin dnemli oldugu
dustnulmekte, maternal veya fetal inflamatuar yamitin patogenezde rol oynadigi One
sirdlmektedir. Makrofaj migrasyon inhibitor faktor (MIF) proinflamatuar mediyatérlerin
sentezini arttirarak ve glukokortikoidlerin (GK) antiinflamatuar etkilerini inhibe ederek
inflamatuar yanitlar1 dizenlemektedir. MIFin 6zellikle intrauterin enfeksiyon varliginda
preterm dogumun baslamasinda rol oynayabilecegi dustnulmektedir. Bu ¢alismada, farelerde
lipopolisakkarit (LPS) ile olusturulmus preterm dogum modeli Uzerinde anti-MIF antikorunun
tedavideki etkinligi arastirilmustir.

Y ontem: Balb/c cinsi gebe farelerde gebeligin 17. gininde intraperitoneal (IP) olarak verilen
LPS ile preterm dogum modeli olusturuldu. Anti-MIF antikorunun gebelik siresi ve fetus
agirliklart Uzerine etkilerini degerlendirmek Uzere birinci deney grubunda LPS ile es zamanl1
ve LPSden 2 saat Once IP olarak anti-MIF antikoru verildi. Anti-MIF antikorunun
gestasyonel dokularda tumor nekrozis faktor-afa (TNF-a) ve interlokin-6 (IL-6) dizeyleri
Uzerine etkisini degerlendirmek Uzere ikinci deney grubunda LPS uygulamasindan 8 saat
sonrafareler sakrifiye edilerek gestasyonel doku érnekleri alind.

Bulgular: LPS den 2 saat 6nce anti-MIF verilen grupta doguma kadar gecen siire yalmz LPS
verilen gruba gore belirgin olarak daha uzun saptandi( P=.004). LPS ile es zamanl anti-MIF
tedavisinin gebelik siiresine etkisinin olmadig: izlendi. LPS ile es zamanli ( P= .01 ve .025) ve
2 saat 6nce ( P= .01 ve .006) anti-MIF verilen gruplarda gestasyonel dokularda TNF-a. ve IL-
6 diizeyleri belirgin olarak daha diistik bulundu.

Sonug: Anti-MIF tedavisinin preterm dogumu 6nlemedeki etkinliginin ilk kez arastirildigi bu
calismada, MIF in preterm dogum patogenezinde 6nemli oldugu ve anti-MIF antikorlariyla

notralizasyonunun preterm dogumu geciktirebildigi gosterildi.

Anahtar kelimeler: preterm dogum, makrofaj migrasyon inhibitdr faktor, lipopolisakkarit



SUMMARY

Evaluation of the Effect of Anti-M acrophage Migration Inhibitory Factor Antibody in a
Mouse M odédl of Lipopolysaccharide-induced Preterm Delivery

Objective: Pro-inflammatory cytokines are considered as important for the onset of preterm
labour and maternal and/or fetal inflammatory response is suggested to play a role in the
pathophysiology of preterm labour. Macrophage migration inhibitory factor (MIF) regulates
inflammatory responses, inducing the expression of pro-inflammatory mediators and
functioning to counterbalance the anti-inflammatory effects of glucocorticoids. MIF may play
arole in infection-associated preterm birth. We investigated the preventive effect of anti-MIF

antibody on lipopolysaccharide-induced preterm birth in mice.

Method: On day 17 of gestation, Lipopolysaccharide (LPS) was administered
intraperitoneally to pregnant Balb/c mice to induce preterm delivery. For the first set of
experiments, to investigate the effect of anti-MIF antibody on duration of gestation and fetal
weigth, dams were treated intraperitoneally with anti-MIF antibody at the same time as LPS
treatment, or 2 h before LPS treatment. A second set of experiments was performed to
determine the influence of anti-MIF antibody on intrauterine production of tumor necrosis
factor-alpha (TNF-o) and interleukin-6 (IL-6). The mice were sacrificied 8 h after LPS

injection and then samples of gestational tissues were obtained.

Results: The duration of gestation in treatment with anti-MIF antibody before 2 h LPS
injection was significantly longer than LPS treated mice (P=.004). By contrast, treatment
with anti-MIF antibody at the same time as LPS injection had no effect on duration of
gestation. TNF-a and IL-6 concentration in gestational tissues was significantly reduced in
mice treated with anti-MIF antibody at the same time as LPS treatment ( P=.010 ve .025), or
2 h before LPS treatment ( P=.010 ve .006) compared to LPS alone.

Conclusion: We have demonstrated for the first time that anti-MIF antibody can delay LPS-
induced preterm birth in mice. Results from these study suggest that MIF play arole in the
pathophysiology of preterm labour.

Key words: preterm birth, macrophage migration inhibitory factor, lipopolysaccharide



Bolim 1

GIiRIS VE AMAC

Preterm dogum 37. gebelik haftasindan ©6nce dogumun gerceklesmesi olarak
tammmlanmakta ve modern obstetrinin en 6nemli problemlerinden birini olusturmaktadir(1).
Gelismis Ulkelerde perinatal morbidite ve mortalitenin en dnemli nedeni prematiritedir(2).
Tokolitik gjanlarin kullanima girmesine ragmen, son 20 yilda preterm dogum tedavisinde ¢ok
az ilerleme kaydedilmistir ve etkin bir tedavi yonteminin olmamasi preterm dogum
patogenezinin agiklanamamis olmasindan kaynaklanmaktadir(3).

Preterm dogumlarin  %25-40'1 intrauterin enfeksiyon ile iligkilidir(4). Ancak
intrauterin enfeksiyon sonucu preterm dogum gelisen olgularin buyuk kisminda klinik olarak
enfeksiyon bulgular1 izlenmemektedir ve bu olgularda patojenlere karsi gelismis maternal
veya fetal inflamatuar yanitin patogenezde rol oynayabilecegi 0ne strilmektedir(5). Klinik
veya subklinik intrauterin enfeksiyonun yamsira, alt genital sistem enfeksiyonlar: ile
periodontit, appendisit ve pyelonefrit gibi uzak enfeksiyonlarin da preterm dogum igin artmis
risk olusturmasi bu gorist desteklemekte ve enfeksiyon varligindan bagimsiz olarak dogum
eyleminin baslamasinda proinflamatuar sitokinlerin onemli olabilecegini
dustindirmektedir(6).

Intrauterin enfeksiyon bulgular: izlenen gebeliklerde amniyotik sivi, myometrium,
desidua, fetal membranlar ve maternal serumda interlokin-1beta (IL-1p), IL-6, interlokin-8
(IL-8) ve TNF-o gibi proinflamatuar sitokinlerin dizeyleri artmaktadir(4). Gebeligin son
trimesterinde ve dogumda, enfeksiyon bulgulari bulunmadiginda da gestasyonel dokularda
artmis  sitokin - dizeyleri  saptanmustir(7). Bu  sitokinlerin, uterin  kontraksiyonlarin
duzenlenmesinde gorevli proteinlerin sentezini arttirarak term ve preterm dogum eyleminin
baglamasina neden olabilecegi dne stirtlmektedir(8).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, sitokin, hormon ve enzim 6zelliklerine sahip bir
proteindir ve inflamatuar yanitin dizenlenmesinde kritik 6neme sahiptir(9). MIF, direkt
olarak proinflamatuar etki gostererek ve indirekt olarak GK’lerin antiinflamatuar etkilerini
inhibe ederek inflamatuar yanit: diizenler(10). Y apilan calismalarda, gram pozitif ve negatif
sepsis, antijen ile olusturulmus artrit, astim, otoimmiin ensefalomyelit, diabet, myokardit,
alerjik norit gibi cok sayida deneysel hastalik modelinde anti-MIF antikorlariyla tedavide
belirgin iyilesme saglanmustir(11).

Preterm dogum patogenezinde MIF in roltne iliskin yapilan calismalarda, erken
gebelik haftalarinda maternal serumda yiksek MIF diizeylerinin ilerleyen gebelik haftalarinda
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artmig preterm dogum riski ile birlikte oldugu izlenmistir(12). Chaiworapongsa ve ark.’ nin
(13) yaptig1 calismada ise, erken dogum tehditi olan ve steril amniyotik kavite saptanan
hastalarda, preterm dogum gerceklesen gruptaki amniyotik sivi MIF dizeylerinin, termde
dogum yapan gruba gore daha yiksek oldugu izlenmistir.

Bu calismanin birinci amaci, preterm dogum patogenezinde MIF in roll oldugunu
gostermek, ikinci amact Anti-MIF antikorunun preterm dogumun dnlenmesinde etkinliginin

olup olmadigin: arastirarak bu olgularda antiinflamatuar tedavinin yerini belirlemektir.



Bolim 2

GENEL BIiL GiLER

2.1 Preterm dogumun tanmim veinsidans

Preterm dogum 37. gebelik haftasindan ©6nce ve 20. gebelik haftasindan sonra
dogumun gerceklesmesi olarak tammlanmaktadir(1).

Preterm dogum oranlar1 Amerika da %12-13, Avrupa ve diger gelismis Ulkelerde %5-
9 olarak bildirilmistir(14). Patogenez ile ilgili bilgilerin artmasi, iligkili risk faktorlerinin daha
fazla taninmasi ve Onleyici halk sagligi ¢alismalarinin daha ¢ok uygulanir olmasina karsin,
preterm dogum sikligi Amerika'da 1990 ve 2007 vyillar1 arasinda %10.6'dan %12.7'e
yukselmistir(15,16).

Preterm dogum sikhigindaki artisin nedenleri olarak, yardimci treme tekniklerinin
daha fazla kullanilmasi, cogul gebeliklerde artis, 32-34. gebelik haftalarinda medikal veya
obstetrik komplikasyon varliginda dogumun daha fazla tercih edilmesi, madde kullamminin
yayginlasmasi ve distik sosyoekonomik kosullar gosterilmistir(17,18).

2.2 Perinatal mortalite ve morbidite

Preterm dogumlar, perinatal mortalitenin yaklasik %75 inden sorumludur ve bu
olumlerin %30-40'1 32. gebelik haftasindan ©Onceki dogumlarda gergeklesmektedir(17).
Gebelik haftasi ve dogum agirlig1 azaldikca perinatal mortalite riski artmaktadir. Bir yil iginde
infant mortalite oram 28. gebelik haftasindan dnceki dogumlarda %41 iken, 28-31. gebelik
haftalar1 arasinda bu oran %5, 32-35. gebelik haftalar1 arasinda %1 ve term dogumlarda %0.3
olarak bildirilmistir(19).

Son yillarda, preterm infantlarda mortalite oranlarinda diislis saglanmasina karsin kisa
ve uzun donemde ortaya ¢ikan morbiditelerin sikliginda artis kaydedilmistir(17). Mortalite ve
morbiditelerin gebelik haftalarina gore gelisme sikligi neonatal bakim kosullarinin diizeyine
gore merkezler arasinda degiskenlik gostermektedir. 32-36. gebelik haftalarinda dogan geg
preterm infantlarda respiratuar distres, apne, hipoglisemi, nobet, sarilik, kernikterus, beslenme
gucligu ve periventrikuler |l6komalazi gelisme riski term infantlara gore daha yiksektir ve bu
infantlarin yaklasik Ucte birinde okul yillarinda motor ve kognitif islevlerin gelisiminde
guclik oldugu bildirilmistir(20). Otuzikinci gebelik haftasindan 6nce dogan infantlarda ise
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serebral palsy, mental retardasyon, gorsel-isitsel bozukluklar, bronkopulmoner displazi,
nekrotizan  enterokolit, prematiire  retinopatisi sik gorilen morbiditeleri
olusturmaktadir(20,21).

2.3 Preterm dogumun epidemiyolojis

Preterm dogumlarin yaklasik %5’ 28. gebelik haftasindan 6nce, %15'i 28-31. gebelik
haftalar1 arasinda, %20'si 32-33. gebelik haftalarinda ve %60-70’i 34-36. gebelik haftalarinda
gerceklesmektedir(15).

Preterm doguma neden olan klinik durumlar iki grup altinda toplanmistir. Gebeligin
devaminin anne veya fetiis agisindan risk olusturdugu durumlarda preterm dogumun
gerceklestirilmesi, endike preterm dogum olarak tammlanmakta ve tim preterm dogumlarin
yaklasik %25'ini (%18.7-35.2) olusturmaktadir(22). Bu gruptaki nedenler arasinda %40
oraninda preeklampsi, %25 fetal distress, %10 intrauterin gelisme geriligi, %7 plasental
ablasyo ve %7 oraninda fetal 6lum bulunmaktadir(23).

Maternal veya fetal risk olusturan klinik durumlar olmaksizin, preterm prematur
membran ruptird (PPROM) sonrast veya membranlar intakt iken preterm dogum eyleminin
gerceklesmesi spontan preterm dogum olarak tammlanmakta ve tim preterm dogumlarin
%75'ini olusturmaktadir(15).

2.4 Preterm dogum risk faktorleri

2.4.1 Maternal demografik 6zellikler

Preterm dogum orany, siyah irkta beyaz irka gore iki kat daha yuksektir. Bu farkliligin
sosyoekonomik durumdan bagimsiz olarak, biyolojik Ozellikler ile iliskili oldugu
dustinilmekte, genetik polimorfizm nedeniyle konagin mikrobiyal kolonizasyona inflamatuar
yanitindaki farkliliklarin rol oynadigi 6ne stirtilmektedir(24,25).

Dusuk sosyoekonomik durum ve egitim dizeyi artrms preterm dogum riski ile
birliktedir(15). Malnitrisyon, sigara ve kokain gibi madde kotiye kullanimi, yetersiz
antenatal bakim, yiksek genital sistem enfeksiyonlari insidansi, fiziksel olarak agir islerde
caisma ve olumsuz psikososyal faktorler bu birlikteligin  olast nedenleri olarak
siralanmaktadir(17,22). Ancak sosyal destek programlar: ile preterm dogum oranmini azaltmaya



yonelik calismalarda preterm dogum sikliginda ve perinatal sonuclarda farklilik
izlenmemistir(17).

Tiroid hastaliklari, astim, anemi, diyabet ve hipertansiyon gibi maternal sistemik
hastaliklarin varliginda preterm dogum riski artmaktadir(26). Gebelik oncesi disik beden
kitle indeksi artmis preterm dogum riski ile birlikte iken obez hastalarda bu iligski net
degildir(27). Gebelikleri arasindaki stire 6 aydan kisa olan hastalarda preterm dogum riskinin
yaklasik 2 kat arttig1 saptanmistir(15).

2.4.2 Onceki gebelik Oykiisii

Preterm dogum Oykusl varliginda sonraki gebeliklerde rekirrens riski, preterm
dogumlarin sayisina ve haftasina gére degismekle birlikte %15-50 arasinda
bildirilmistir(15,28). Onceki gebeliklerde dogum haftasi azaldikca ve preterm dogum sayist
arttikca tekrarlama riski yukselmektedir. Mercer ve ark.’min (28) yaptig1 ¢alismada, preterm
dogum o6ykisi olan hastalarda 37 haftanin altinda dogum riski 2.5 kat, 28 haftamn altinda
dogum riski 10.6 kat artrms bulunmustur. Spontan preterm dogumlarin rekirrensinde, kronik
veya tekrarlayan intrauterin enfeksiyonlarin, endike preterm dogumlarda ise diyabet,
hipertansiyon gibi siklikla sonraki gebeliklerde de persiste eden hastaliklarin rol oynadig: ileri
SUrdlmustir(29).

2.4.3 Gebelik ozl likleri

Cogul gebelikler tim preterm dogumlarin %12-27'sini olusturmaktadir(30,31). Ikiz
gebeliklerin yaklasik %40’ inda spontan dogum eyleminin baslamas: veya PPROM sonrasi
preterm dogum gelisirken, %20’sinde preeklampsi gibi dogumun endike oldugu diger
maternal-fetal hastaliklar preterm doguma yol agmaktadir(15). Cogul gebeliklerde yuksek
preterm dogum riskinin nedenleri olarak artmis uterin distansiyon ve fetustan dogumu
baglatan uyaranlarin varligi 6ne sirdlmistir ancak ikiz gebeliklerin yaklasik yarisinda
dogumun 37. gebelik haftasindan sonra gergeklesmesi, bu hastalarda preterm doguma neden
olabilecek diger risk faktorlerinin de eslik ettigini distindirmektedir(30,32).

Preterm dogum, yardimc: treme teknikleri ile saglanmis tekil gebeliklerde spontan
tekil gebeliklere gore yaklasik iki kat daha sik izlenmektedir(33). Pelvik cerrahi girisimler,
implantasyon ile ilgili bozukluklar, Ust genital sistemin mikrobiyal kolonizasyonu, uterin
malformasyonlar gibi infertilite ile iligkili diger faktorlerin varligi ve artrms dogum defektleri
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orant bu risk artiginin nedenleri olarak 6ne surtlmistir(34). Yardimecr Ureme teknikleri
sonrast multipl gebeliklerde preterm dogum orani, spontan ikiz gebelikler ile farklilik
gbstermemektedir(35).

Preterm dogum riski uterin  malformasyon varliginda %25-50 arasinda
bildirilmistir(36). Uterin anomalilerde izlenen, azalmis uterin kavite genisligi, anormal
myometriyal ve servikal fonksiyon, yetersiz vaskilarite ve anormal endometriyal gelisim
artmis preterm dogum riskine yol acan nedenler olarak siralanmaktadir(37).

Plasenta previa, plasental ablasyo ve nedeni aciklanamayan birinci ve ikinci trimester
vaginal kanamalarinda preterm dogum riski belirgin olarak artmaktadir(38,39). Y Uksek
maternal serum alfa-fetoprotein diizeyleri, yapisal fetal anomali olmadiginda, artmis preterm
dogum riski ile birliktedir(40). Ikinci ve uglncii trimesterde maternal abdominal cerrahinin
uterin kontraksiyonlara neden olarak preterm doguma yol agabilecegi bilinmektedir(15).

Sistemik ve genital sistem enfeksiyonlar1 preterm dogum riskini belirgin olarak
arttirmaktadir(6). Gebelik haftasi azaldikga klinik ve histolojik olarak enfeksiyon bulgulari
daha sik izlenmektedir. Ozellikle 30. gebelik haftasindan 6nce gelisen preterm dogumlarin
%70'i intrauterin enfeksiyon ile iliskili bulunurken, 30. gebelik haftasindan sonraki olgularda
bu iliskinin %30-40 oraninda oldugu gosterilmistir(41). Cok sayida farklt mikroorganizma
preterm dogum etyolojisinde rol oynamaktadir. Genital mikoplazma (Ureaplasma urealyticum
ve Mycoplasma hominis); anaeroblar; Trichomonas vaginalis, grup B streptokoklar;
Gardnerella vaginalis; Escherichia coli gibi gram negatif rodlar en sk izole edilen
mikroorganizmalardir(42). Genital sistem disinda, pnémoni, pyelonefrit, appendisit ve
periodontal enfeksiyonlarin da preterm dogum riskini arttirdigi gosterilmistir(42).

2.5 Preterm dogumun patofizyolojis

Uterin kontraksiyonlarda artis, servikal olgunlasma, desidua ve membranlarin
aktivasyonu siregleri, term ve preterm dogumdaki ortak fizyolojik ve biyokimyasal
degisiklikleri olusturmaktadir. Ancak preterm dogumda term dogumdan farkli olarak,
patolojik uyaranlarin bu siireclerden bir veya daha fazlasin aktive ettigi distntlmektedir(43).
Bu patolojik uyaranlar;

a) Intrauterin enfeksiyon veya enflamasyon
b) Uteroplasental iskemi

c) Uterusun asir1 distansiyonu

d) Anormal allograft reaksiyonu



€) Allerji benzeri reaksiyon

f) Servikal yetmezlik

g) Hormonal bozukluklar
olarak siniflandirilmustr.

2.5.1 Intrauterin enfeksiyon veya enflamasyon

Intrauterin  enfeksiyon, preterm dogum ile iliskisi kesin olarak gosterilmis ve

molekiler patofizyolojisi tammlanmus tek patolojik uyarandir(43).

Bu gorist destekleyen bulgular;

- Gebe hayvanlarla yapilan calismalarda, intrauterin enfeksiyon sonucu veya mikrobiyal
Urdinlerin sistemik olarak verilmesi ile preterm dogum gelismektedir(44).

- Pyelonefrit, pndmoni ve periodontal hastaliklar gibi ekstrauterin enfeksiyonlar preterm
doguma neden olabilmektedir(42).

- Subklinik intrauterin enfeksiyonlar preterm dogum ile iligkilidir(45).

- Mid-trimesterde amniyotik sivida enfeksiyon veya artmis sitokin diizeyleri saptanan
hastalarda preterm dogum riskinin arttigi gosterilmistir(43).

- Deneysel koryoamniyonit modellerinde antibiyotik tedavisi ile preterm dogumun
Onlenebildigi saptanmustir(46).

Intrauterin enfeksiyon ile preterm dogum arasindaki iliskiyi gosteren yapilmus ilk
calismada, yaklasik 7500 plasentanin patolojik incelemesinde tim plasentalarin %5’ inde
histolojik koryoamniyonit saptanirken 21-24. gebelik haftasinda dogan infantlarin plasental
orneklerinin %94’ inde histolojik koryoamniyonit saptanmustir(47). Plasental drneklerinde
koryoamniyonit saptanan olgularin yalmzca %13.8'inde klinik olarak enfeksiyon bulgular
izlenirken, hastalarin buytk bir kisminda enfeksiyonun subklinik oldugu gosterilmistir. Hillier
ve ark.’nin (48) yaptig1 ¢calismada da, histolojik koryoamniyonit varlig: veya plasental ve fetal
membranlarda bakteri izole edilmesinin preterm dogum ile iliskili oldugu ancak iki bulgunun
birlikte izlendigi olgularda bu iliskinin daha giicli oldugu gosterilmistir.

Mikroorganizmalar amniyotik kaviteye;1) en sik olarak vagina ve serviksten asendan
yolla, 2) plasental gecise neden olan hematojen yayilim ile 3) peritoneal kaviteden fallopian
tipleri araciligiyla retrograd olarak 4) amniyosentez, kordosentez gibi invaziv girisimler
sirasinda iyatrojenik olarak ulasabilmektedir(42).

Doku hasarlanmasina temel olarak amniyotik kaviteye ulasan mikroorganizmalarin
olumu ile ortaya cikan LPS, peptidoglikan, ve lipoglikan gibi hticre duvar1 komponentleri
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neden olmaktadir(43). Bu drUnlerin, konak hiicrelerde transmembran yerlesimli Toll-like
reseptorleri (TLR) araciligiyla tamnmasi inflamatuar yanitlari baslatmaktadir(44). TLR
ligasyonu, transkripsiyon faktori olan nikleer faktor kappa-B'nin (NFkB) aktivasyonuna
neden olarak sitokinlerin, kemokinlerin ve antimikrobiyal peptidlerin Gretimini stimule
etmektedir(44). Insanda amniyotik epitelde TLR-2 ve TLR-4 ekspresyonu varlig:
gogterilmistir(49). Buna ek olarak, histolojik olarak koryoamniyonit bulgular: olan term veya
preterm spontan dogum eylemindeki hastalarin amniyotik membranlarinda artrus TLR-2 ve

TLR-4 ekspresyonu oldugu izlenmistir(49).

LPS, peptidoglikan, lipoglikan gibi ——  Toll-like reseptorleri
hiicre duvar: komponentleri \|/

.
.

““
Ry

IntrasellUler transkripsiyon faktorleri «

l

Sitokinler ( TNF-a, IL-1, IL-6 gibi ), kemokinler,
antimikrobiyal peptidler, proteazlar

Prostaglandinler, oksitosin reseptdrleri, gap junction
proteinleri, matriks metalloproteinazlar:

|

Myometriyal kontraksiyonlar PRETERM
Servikal olgunlasma DOGUM
Membran raptart

Sekil 2.1: Inflamatuar yanitlar ile preterm dogum gelisimi arasindaki iliski

2.5.1.1 Term ve preterm dogum patogenezinde sitokinlerin onemi

Term ve preterm dogum mekanizmasinda sitokinlerin merkezi bir rol oynadigi
distuntlmektedir(43). Gebeligin ge¢c donemlerinde, intrauterin dokularda nétrofil ve makrofa)
konsantrasyonunun en yiksek diizeye ulastigi ve bu hiicrelerde proinflamatuar sitokinlerin
MRNA ekspresyonunun belirgin olarak arttigi gosterilmistir(50). IL-1p, IL-6 ve TNF-q,
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bakteriyel Urinlere yamit olarak baglica makrofgjlar tarafindan sentezlenen uterin
proinflamatuar sitokinlerdir(8).

Interlokin-1beta, 33 kDa protein yapida sentezlenerek caspase enzimleri ile 17
kDa'luk aktif formuna donustardlir(51). IL-1p’mn insanda amniyon ve desiduada
prostaglandin (PG) Uretimini stimile ettigi gosterilmistir(52). Preterm dogum eyleminde olan
ve intraamniyotik enfeksiyonu bulunan hastalarin amniyon sivisinda arthus  IL-1P
konsantrasyonu izlenmistir(53). Gebe hayvanlara IL-1f verilmesi preterm dogum ile
sonuglanmaktadir(54).

TUmor nekrozis faktor-afa, 26 kDa protein yapida sentezlendikten sonra TNF-a
converting enzim ile 17 kDa'luk aktif formuna dondsturtlur(55). TNF-o'mn amniyon,
desidua ve myometriyumda PG Uretimini arttirdigi gosterilmistir(56). Preterm dogum
eyleminde ve intraamniyotik enfeksiyonu olan hastalarda amniyotik sivi TNF-o diizeylerinin
ylksek oldugu gosterilmistir(57). Intraamniyotik enfeksiyon saptanan PPROM'’lu hastalarda
TNF-a dizeylerinin dogum eylemi varliginda daha yiksek oldugu izlenmistir(57). TNF-o’ min
matriks metalloproteinaz (MMP) Uretimini stimile ederek membran ripturd ve servikal
olgunlasmada rol oynadig1 distinill mektedir(58).

Interlokin-6, 26 kDaluk protein yapida imminmodulatér gorevi olan bir
sitokindir(5,8). Inflamasyonda akut faz yamtim dizenledigi, T ve B lenfositlerinin
matirasyonunu ve PG dretimini arttirdigi gosterilmistir(5). Term ve preterm dogum
eyleminde amniyotik sivida, IL-13 ve TNF-a ile birlikte IL-6 dizeylerinin yiuksek oldugu
bulunmustur(59). IL-6'min enfeksiyon ile iliskili preterm dogum eyleminin en sensitif ve
spesifik gostergesi oldugu belirtilmektedir(3).

2.5.1.2 Stokinlerin PG’ ler ve uterin aktivasyon Uzerine etkis

Oksitosin reseptori, prostaglandin H sentaz-2 (PGHS-2), gap junction proteini olan
connexin-43 ve prostaglandin F2-alfa reseptori (PTGFR) uterusun doguma hazirlanmasinda
gorevli olan uterin aktivasyon proteinleri (UAP) olarak tammlanmaktadir(8). Proinflamatuar
sitokinlerin, UAP lerin ekspresyonunu diizenleyerek term ve preterm dogumun baglamasina
neden oldugu ileri strtlmastar(8).

Prostaglandinler, gebelikte myometriyum ve intrauterin dokular tarafindan Uretilmekte
ve daha cok myometriyal kontraktilitede olmak Uzere, membranlarin rlptird, servikal
olgunlasma, plasental ayrilma ve uterin involusyon gibi dogum siirecinde gerceklesen
fizyolojik olaylarin timiinde rol oynamaktadir(60).
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Sekil 2.2: Koryodesidual kolonizasyon sonucu preterm dogum gelisiminde 6ne stirtilen
patolojik sirecler (Goldenberg, 2000).

En gucli uterin kontraktil prostanaid, prostaglandin F2-alfa’ dir (PGF2a) ve spesifik
reseptoril PTGFR (izerinden etkisini gosterir(60). Insanlarda ve kemirgenlerde, myometriyal
PTFGR mRNA’nin term ve preterm dogumlarda arttigi, PTFGR’ nin gebeligin devam ve
dogumda merkezi bir rol oynadigi gosterilmistir(61,62).

Prostaglandin sentezi, PGHS enzimi tarafindan arasidonik asidin endoperokside
donistaraldigti  basamakta duzenlenmektedir(60). PGHS enziminin iki  izoformu
bulunmaktadir; PGHS-1 birgok dokuda bulunmasina ve yapisal PG sentezini saglamasina
karsin PGHS-2, enzimin indiklenebilir izoformudur. Dogum eylemi sirasinda artmis olan PG
Uretiminden PGHS-2 sorumludur(63).

Sitokinler, PG sentezini birgok farkli basamakta dizenlemektedir. Bu etkilerini PG
sentezini saglayan PGHS-2 ekspresyonunu arttirarak, PG’lerin inaktif metabolitlerine
cevrilmesine neden olan prostaglandin  15-hidroks dehidrogenaz (PGDH) enziminin
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ekspresyonunu azaltarak ve PTFGR ekspresyonunu arttirarak gosterdigi distnilmektedir(64-
67).

2.5.2 Uteroplasental iskemi

Plasental dokularda inflamasyon bulgular1 olmayan preterm dogum olgularinda en sik
izlenen patolojik bulgu maternal ve fetal vaskiler lezyonlardir(43). Maternal vaskiler
lezyonlarin  uteroplasental iskemiye neden olarak preterm dogum gelisiminde rol
oynayabilecegi 6ne surtlmustor.

Bu gorist destekleyen bulgular;
- Deneysel preeklampsi modellerinde uterin iskeminin preterm doguma neden oldugu
izlenmistir(43).
- Plasental vaskiler lezyonlar1 olan hastalarda, membranlarin intakt oldugu preterm
dogum riski 3.8 kat ve PPROM gelisimi 4 kat artrmis bulunmustur(68).
- 1Ilk trimesterde retroplasental hematom saptanan hastalarda preterm dogum ve
intrauterin gelisme geriligi riski artmaktadir(69).

Uteroplasental iskemi ile preterm dogum arasindaki iliskinin patogenezi net olarak
belirlenmemistir. Ancak uteroplasental iskemi nedeniyle desidual nekroz ve hemoraji
gelisiminin trombin Uzerinden dogumu baslatabilecegi ©ne surdlmistir(43). Yapilan
calismalarda, trombinin doz bagimli olarak myometriyal kontraktiliteyi stimile etttigi ve
ikinci trimesterde yuksek plazma trombin/antitrombin komplekslerinin artmis preterm dogum
riski ile birlikte oldugu gosterilmistir(70,71).

2.5.3 Uterusun ag:r: distansiyonu

Mdllerian kanal anormallikleri ve multipl gebelikler artmus preterm dogum riski ile
birliktedir(30,36). Gebelik siresince progesteron ve nitrik oksit (NO) gibi endojen
myometriyal relaksanlarin etkisi ile intraamaniyotik basing sabit tutulmaktadir ancak uterin
gerilmenin myometriyal kontraktiliteyi arttirdigi, PG salimmina neden oldugu, gap junction
proteinlerinin  ekspresyonunu stimile ettigi ve oksitosin reseptdr sayisint - arttircigi
gosterilmistir(43). In vitro calismalarda, membranlarin gerilmesi ile amniyon hiicrelerinde
kollajenaz aktivitesinde, IL-8 ve PG Uretiminde artis oldugu izlenmistir(72,73). IL-8, MMP-1,
PG’ ler ve NO' nun servikal olgunlasmanin kontroltinde rol oynadig: gosterilmistir(74,75).
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2.5.4 Anormal allograft reaksiyonu

Fetal antijenlerin tamnmasi ve adaptasyonu sireclerinde gelisen anormalliklerin
tekrarlayan gebelik kayiplari, intrauterin gelisme geriligi ve preeklampsi gelisiminde 6nemli
olabilecegi One sirdlmustir(43). Plasental rejeksiyonu gosteren kronik villitis lezyonlarinin
baz1 preterm dogum olgularinda izlenmesi ve renal transplant hastalarinda rejeksiyonun erken
bir bulgusu olan artmus plazma interlokin-2 (IL-2) reseptor konsantrasyonunun preterm
dogum eyleminde olan hastalarda da izlenmesi bu gorist desteklemektedir(43). Ancak bu
konuda daha fazla sayida ¢alismaya ihtiyac bulunmaktadir.

255 Allerji benzeri reaksiyon

Preterm dogum etyolojisinde immunolojik olarak dizenlenen allerjik mekanizmalarin
rol oynayabilecegi One surtlmisttr. Uterusun allerjik reaksiyonlarda gérev alan mast
hicrelerinden zengin oldugu ve bu hicrelerden salinan histamin ve PG gibi Grlnlerin
myometriyal kontraktiliteye neden oldugu gosterilmistir(76). Bazi preterm dogum olgularinda
amniyotik sivida eozinofil hicrelerinin daha yiksek sayida oldugu izlenmis, bu bulgunun
alerji benzeri yamitin gostergesi oldugu ileri sirtlmuistir(43). Gebe hayvanlara sensitize
ovoablimin verilmesinin preterm doguma neden oldugu ve antihistaminik tedavisi ile bu
durumun 6nlenebildigi gosterilmistir(77).

256 Servikal hastal:klar

Servikal hastaliklar basligi altinda, tekrarlayan mid-trimester abortuslari, uterin
kontraktilitenin veya membran ruptirinin eslik etmedigi bazi preterm dogum olgular1 ve
term dogum eyleminin hizli ilerledigi hastalar bulunmaktadir(43). Servikal hastaliklar
hipoplastik serviks gibi konjenital nedenlere bagli gelisebilecegi gibi, genis bag dokusu
kaybina neden olan konizasyon gibi cerrahi travmalar sonrasi veya tekrarlayan servikal
dilatasyonlar gibi serviksin yapisal buttnlugini bozan travmatik hasarlanmaya bagli olarak
da gelisebilmektedir(78). Ancak mid-trimesterde servikal yetmezlik saptanan bazi hastalarda,
primer servikal hastalik olmadan prematir servikal olgunlasmanin izlenmesi, bu olgularda
intrauterin  enfeksiyon gibi  farkli  patolojik  sureglerin  rol  oynayabilecegini
disundirmektedir(79). Akut servikal yetmezlik gelisen hastalarin yaklasik %50’ sinde
intrauterin enfeksiyonun gosterilmesi bu gorist desteklemektedir(79)..
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2.5.7 Hormonal bozukluklar

Progesteron gebeligin  devaminda merkezi bir Oneme sahiptir(80). Yapilan
calismalarda, progesteronun oksitosin reseptdrleri  ve gap junction proteinlerinin
ekspresyonunu  azaltarak myometriyal kontraksiyonlart baskiladigi  gosterilmistir(81).
Progesteronun bu etkilerine karsin 6strojen ise myometriyal kontraktiliteyi arttirmakta ve
servikal olgunlagsmay1 bagslatmaktadir(82).

Birgok hayvan turtinde spontan dogum eyleminin baslamasindan 6nce maternal serum
progesteron diizeylerinde azalma oldugu gosterilse de insan ve insan dis1 primatlarda boyle
bir bulgu saptanmamustir(81). Ancak insanlarda ve insan dis1 primatlarda RU-486
(Mifepriston) ve ZK 98299 (onapriston) gibi progesteron reseptor antagonistlerinin verilmesi
ile dogum eylemi baglatilabilmektedir(81).

Deneysel hayvan modellerinde intrauterin  enfeksiyonun serum progesteron
diizeylerinde azalmaya neden oldugu gosterilmistir(83). Intrauterin enfeksiyon varliginda,
proinflamatuar sitokinlerin gestasyonel dokularda NF-xB'yi stimile ederek PG Uretiminde
artisga ve progesteron aktivitesinde baskilanmaya neden olabilecegi, bdylece fonksiyonel
progesteron cekilmesi ile sonuclanabilecegi ©6ne slrilmuistir(84). Randomize kontrollt
calismalarda preterm dogum 6ykusii olan hastalarda progesteron tedavisinin spontan preterm
dogum oramim azalttigi gosterilmistir. Ancak progesteronun bu etkisinin hangi mekanizma ile
ortaya ciktig1 bilinmemektedir(85,86).

Gebelikte endojen veya ekzojen kaynakli maternal stres preterm dogum icin risk
faktorudur(87). Maternal plazma kortikotropin releasing faktér (CRF) diizeyi term ve preterm
dogum eyleminde yikselmektedir(87). Mid-trimesterde yiksek plazma CRF
konsantrasyonlar1 olan hastalarda preterm dogum riskinin arttigi saptanmistir(88). CRF ile
dogum eylemi arasindaki iliski net olarak bilinmemektedir ancak kortizol ve PG Uretimi
Uzerindeki etkileri sonucunda gergeklestigi dustnilmektedir(87).
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2.6 M akrofaj migrasyon inhibitor faktor

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, sitokin, hormon ve enzim 6zelliklerine sahip
molekuler agirligi 12.5 kDa olan, 115 aminoasid’ den olusan bir proteindir(9).

Ilk olarak 1966 yilinda T lenfositlerden salinan ve in vitro ortamda makrofajlarin
random hareketini inhibe eden bir mediyator olarak tammlanmustir(89). Daha sonra yapilan in
vivo calismalarda tuberkiline bagli gecikmis tipte hipersensitivite reaksiyonu sirasinda
inflame dokularda makrofa retansiyonunu sagladigi ve inflamasyon alanindaki endotelyal
hiicrelerde P-selektin ekspresyonunu arttirarak makrofa) transmigrasyonunu hizlandirdigi
gogterilmistir(90).

Sekil 2.3: Insan MIF homotrimer yapisi (Baugh, 2002).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, T ve B lenfositler, monosit ve makrofajlar, kan
dendtirik htcreleri, eozinofiller, nétrofiller, mast hicreleri gibi ¢ok sayida immin yanitta
gorevli hiicre ve bircok organin epitelyal htcreleri, pankreatik B hicreleri, anterior hipofiz,
kardiyak myositler, karaciger, beyin ve bobreklerdeki parankimal hicreler tarafindan
Uretilmektedir(11).

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, bakteriyel komponentlere, TNF-a, interferon-
gama (IFN-y), ve CRFye yanit olarak anterior hipofizden ve monositlerden salinir(91).
Makrofajlardan TNF-a, IL-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve mediyatorlerin salinimini
uyarir ve makrofa) aktivasyonuna neden olarak intraselliler bakterilerin oldurilmesini
baslatir(92,93). T hicrelerinde proliferasyonu, IL-2 ve IFN-y Uretimini stimule eder(94). CD8

lenfositlerin sitotoksik yanitlarint ve B hicrelerinin antikor dretimini diizenler(95). MIF,
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sitokin genlerinin transkripsiyonel ve posttranskripsiyonel ekspresyonlarim etkileyerek
GK’lerin antiinflamatuar ve immunsupressif etkilerinin fizyolojik dizenleyicisi olarak
davranmaktadir(96).

STRESS | ———— | HIPOTALAMUS

l CRF

HIiPOFiz

\
l ADRENAL

ENFEKSIYON/LPS /
MIF

\ ‘ NLUKOKORTiKOiDLER

TNF-a, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFN-y

Fosfolipaz A2 ekspresyonu

Sekil 2.4: MIF in inflamatuar yanitlar Uzerindeki etkisi. Enfeksiyona veya strese yanit olarak
anterior hipofiz htcrelerinden ve makrofajlardan salinan MIF, GK’lerin antiinflamatuar
etkilerini baskilamakta ve proinflamatuar sitokinlerin sentezine neden olmaktadir.

Inflamatuar barsak hastaliklari, sepsis, kontakt hipersensitivite, deneysel otoimmiin
ensefalomyelit, astim ve alerjik rinit gibi inflamatuar ve otoimmin hastaliklarda MIF in
roltine iliskin yapilan hayvan calismalarinda, MIF yoklugunda inflamatuar yanitta belirgin
azalma oldugu izlenmistir(11). Yapilan klinik calismalarda, siddetli sepsis, Crohn hastalig;,
Ulseratif kolit, akut pankreatit, romatoid artrit, tip 2 diyabet, Guillain Barre sendromu veya
multipl  skleroz bulunan hastalarda artmis  plazma ve serum  MIF  dizeyleri
gosterilmistir(11,89). Buna ek olarak, aterosklerozis, Ulseratif kolit, glomertlonefrit ve
psoriasisli hastalarin etkilenmis dokularinda artrus MIF diizeyleri izlenmistir(9,89).
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Sekil 2.5: Inflamatuar siireclerde MIF ve GK'ler arasindaki iliski. MIF, GK’lere,
proinflamatuar uyaranlara ve mitojenlere yanit olarak salinir ve GK’ lerin inflamatuar yanitlar
Uzerindeki etkisinin fizyolojik dizenleyicisidir. MIF; a) bakteriyel yapilarin taninmasinm
saglayarak sitokin salinimina neden olan TLR-4 ekspresyonunu arttirir b) fosfolipaz-A2’yi
(PLA2) aktive ederek arasidonik asit ve PG’lerin sentezine neden olur. Aktive olmus GK
reseptorleri; @ NFxB gibi transkripsiyon faktorlerinin etkilerini antagonize eder b)
sitokinlerin indukledigi sitoplazmik PLAZ2 aktivitesini ve arasidonik asit salinimint baskilar.
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2.6.1 MIF in reproduktif fizyolojide 6nemi

Y apilan ¢alismalarda MIF in reproduktif organlarda eksprese edildigi ve ¢ok sayida
fizyolojik ve patolojik durumda rol oynadigi gosterilmistir. ilk kez 1966 yilinda Suzuki ve
ark. (97) tarafindan murin over, tuba ve uterusunda MIF mRNA’si tammmlanmustir.

Insanlarda 1997 yilinda over dokusunda MIF mRNA’ nin, follikuler sivi ve grantilosa
hicrelerinde MIF proteininin varligir gosterilmis, oosit gelisiminde rol oynayan immunolojik
sirecler Uzerinde MIFin Onemli oldugu ©6ne surdlmistir(98). Overde MIF in biyolojik
fonksiyonlarimt inceleyen calismalarda, Anti-MIF ile tedavi edilen farelerde biytyen
follikullerin sayisinda azalma, granilosa ve teka hticre proliferasyonunda baskilanma ve oviile
olan oosit sayisinda belirgin azalma oldugu izlenmis, follikil gelisimi, ovulasyon,
luteinizasyon ve luteal regresyonda MIF in dnemli bir rol oynadig: distinilmisttir(99).

Menstriiel siklus siiresince endometriyumda, ©zellikle epitelyal hiicrelerde MIF in
eksprese edildigi gosterilmis, 6zellikle ovulatuar ve geg sekretuar donemde MIF diizeylerinin
arttign saptanmustir(100). Insan uterin mukozasinda MIF ekspresyonunu kontrol eden
faktorleri arastiran galismalarda ise, kilttre insan endometriyal stromal hiicrelerinde koryonik
gonadotropin hormon ve IL-1, TNF-a gibi inflamatuar sitokinlere yanit olarak MIF proteini
ve mRNA diizeyinde artis oldugu gosterilmistir(97).

MIF in endometriyotik lezyonlarla iliskisine yonelik yapilan calismalarda, ilk kez
Yang ve ark. (101) tarafindan endometriyotik hticre kiltirinde proliferasyona yanit olarak
MIF Uretimi oldugu gosterilmistir. Endometriozisli hastalarda yapilan calismalarda ise,
endometriyotik lezyonlarda MIF in eksprese edildigi, peritoneal sivilarda ve periferik kanda
MIF dizeylerinin artmus oldugu izlenmistir(102,103). Akoum ve ark. (104) tarafindan
yapilan calismada, MIF in peritoneal sivi ve periferik kan dizeyleri ile endometriozisin
siddeti arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Bu calismada, infertil, aktif endometriyotik
lezyonlar1 olan ve ileri evre endometriozisli hastalarda daha yuksek periferik kan ve
peritoneal sivi MIF duzeyleri saptanmistir(104). Benzer olarak Mahutte ve ark. (105)
tarafindan yapilan calismada ise, endometriozisli hastalarda yiksek peritoneal sivi MIF
dizeyleri gosterilmis ancak hastaligin siddeti ile MIF dizeyleri arasinda iliski
bulunamamustir.

Tekrarlayan abortudarda MIF duzeylerinin incelendigi bir ¢alismada, erken gebelik
haftalarinda tekrarlayan abortus dykusi olan normal karyotipli hastalarda, kontrol grubuna
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gore daha dustik kan MIF dlzeyleri saptanmus, abortus etyolojisinde MIF in roll olabilecegi

One surtlmastr(106).

2.6.2 MIF in preterm ve term dogumda Onemi

Gebelikte insan plasentasinda koryonik villus sitotrofoblastlarinda ve ekstravill6z
trofoblastlarda MIF proteini bulunmaktadir(97). letta ve ark.’min (107) yaptigi calismada,
MIF in amniyon epitelyal hiicrelerinde, amniyo-koryon mezenkimal tabakasinda ve koryon
tabakasinda bulundugu ve MIF dizeylerinin termde artarak dogumda en yiksek dizeye
ulastig1 gosterilmistir. Benzer olarak Chaiworapongsa ve ark.’ nin (108) yaptig1 calismada ise,
gebelik stresince amniyotik epitelyal hicreler ve amniyotik sivida MIF in bulundugu ve
termde MIF diuzeylerinin arttigi gosterilmis ancak dogum sirasinda belirgin bir yikselme
izlenmemistir.

Plasenta ve fetal membranlardan MIF salintmim diizenleyen faktorlerle ilgili olarak
yapilan calismalarda, hipoksik kosullarda vill6z doku drneklerinde MIF ekspresyonu ve
sekresyonunun arttigi gosterilmistir(109). MIF ile NO arasinda karsilikli etkilesim oldugunu
gbsteren bir calismada, NO dondrii olan sodyum nitroprussid tedavisi uygulanan term fetal
membranlarda MIF salinim artarken rekombinant MIF ile tedavi sonrast NO metabolitlerinde
ve induklenebilir nitrik oksit sentaz (INOS) mMRNA dizeylerinde belirgin azalma
g6zlenmistir(97). Zicari ve ark. (110) tarafindan yapilan calismada ise, anti-MIF antikorlar:
ile tedavi edilen fetal membranlarda nitrit salinim ve INOS ekspresyonunun arttigi
saptanmustir.

Gebelikte maternal serum MIF dizeyleri ile ilgili yapilan calismalarda ise, gebe
olmayan kontrollere gore gebelikte maternal serum MIF diizeylerinin arttigi gosterilmis ancak
gebelik siresince trimesterler arasinda MIF duzeylerinde farklilik izlenmemistir(111,112).
Amniyotik kavitenin mikrobiyal enfeksiyonlarinda ve preterm dogumda MIF diuzeyleri ile
iliskili olarak, Pearce ve ark.’ nin yaptig1 ¢alismada, 9-23. gebelik haftalar1 arasinda maternal
serum MIF dizeylerinin, preterm dogum gelisen hastalarda termde dogum yapan hastalara
gobre daha yuksek oldugu izlenmistir(12). Chaiworapongsa ve ark. (13) ise, preterm dogum
yapan ve intraamniyotik enfeksiyon bulunan hastalarda, steril amniyotik sivi saptanan
hastalara gére artrms amniyotik sivi MIF dizeyleri oldugunu géstermistir. Buna ek olarak,
erken dogum tehditi olan ve steril amniyotik sivi saptanan hastalar arasinda, preterm dogum
gerceklesen grupta amniyotik sivi MIF dizeyleri, termde dogum gerceklesen gruba gére daha
yuksek bulunmustur.
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2.7 Preterm dogum modelleri

Enfeksiyon ve/veya inflamasyonun preterm dogum mekanizmasinda 6nemli yeri
oldugu dastinuldiginden benzer olarak hayvanlarda enfeksiyoz ve inflamatuar gjanlarla
preterm dogum modelleri olusturulmustur. Biyolojik olarak bazi farkliliklar olmasina ragmen
kemirgenler reproduktif biyoloji agisindan insanlarla belirgin benzerlikler gostermektedir ve
daha fazla sayida ve daha disik maliyetle elde edilebilir olmalari nedeniyle dogum
modellerinde siklikla kullamlmaktadir(113). Bu modellerde, insanda amniyotik sivi kiltrleri
pozitif saptanan preterm dogum olgularim taklit etmek icin canli bakteriler kullanlirken,
klinik olarak enfeksiyon bulgusu olmayan preterm dogum olgular: i¢in 6lu bakteriler, LPS
veya lipoteikoik asit gibi hiicre duvari komponentleri veyalL-1 gibi proinflamatuar sitokinler
kullanmimaktadir ve her iki yontem ile kemirgenlerde ve insan dis1 primatlarda preterm dogum
modeli olusturulabilmektedir(113).
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Bolim 3

GEREC VE YONTEM

Calisma prospektif, plasebo kontrollli deneysel arastirma olarak yapildi. Dokuz Eyll
Universitesi Rektorliigil Bilimsel Arastirma Projeleri deneginden 2009.K B.SAG.059 numaral
proje olarak desteklenmis ve Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu'ndan onay alinmistir. Deney
Dokuz Eylil Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 Laboratuarinda yapildi. Dokuda
sitokin incelemeleri Biyokimya Anabilim Dal1 tarafindan gerceklestirildi.

3.1 Deney hayvanlari

TUBITAK Marmara Arastirma Merkezi, Gen Miihendisligi ve Biyoteknoloji Enstitiisii
Deney Hayvanlar1 Laboratuar’ ndan Balb/C soyuna ait toplam 62 adet gebe fare calismaya
alinmistir. Gebelik icin vajinal smearda oOstrus donemi saptanan disi fareler katima birakildi.
Vaginal plug izlenen fareler gebeligin 1. ginu olarak kabul edilmistir. Calisma siiresince 13-
14. gunde gebe olmadig: saptanan 14 fare ¢aligmadan cikarildi. Fareler 20-25 C 1s1, %50 nem,
12 saat karanlik ve 12 saat fotoperiyotta, sandart besin ve su ile beslendi.

LPS ile olusturulmus preterm dogum modelinde Anti-MIF etkinligini degerlendirmek
Uzere calisma 2 ayr1 grupta planland:. Birinci deney grubunda, Anti-MIF antikorunun gebelik
siresi ve fetus agirliklar: Uzerine etkilerini degerlendirmek igin toplam 24 adet fare ¢alismaya
alind: ve 4 alt gruba ayrildh. ikinci deney grubunda Anti-MIF antikorunun 8. saatte gestasyonel
dokularda sitokin diizeyleri Uzerine etkisini degerlendirmek icin 24 adet fare ¢aligmaya alindi.
Daha Once literattirde belirtilen ve 0zellikle bu fare cinsinde en yuksek oranda preterm dogum
elde edilen model uygulandi(114). Bu fare cinsinde term gebelik stiresi 19-21 gundr ve 17-18.
gunlerde dogumun gerceklesmesi preterm dogum kabul edilmektedir(115).

3.2 Deney gruplari
Birinci deney grubundaki fareler 4 alt gruba ayrildi.

Grup 1. Gebeligin 17. Guniinde iP olarak, 3 saat arayla iki kez 0.1 ml igerisinde 10 ng LPS
(Escherichia coli 055:B5 den elde edilmis LPS, hazir solusyon, 1mg/ml, Sigma) verilerek
preterm dogum modeli olusturuldu (n=6).

Grup 2. Gebeligin 17. gununde iP olarak 3 saat arayla iki kez 0.1 ml icerisinde 10 ng LPS
uygulamasinin ilk dozu ile es zamanli olarak 1P yol ile 0.1 ml igerisinde 100 g dozunda Anti-
MIF (100ny, purifiye rabbit anti-MIF poliklonal antikor, BioVision) verildi (n=6).
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Grup 3: Gebeligin 17.giiniinde 0.1 ml icerisinde 100 ngy dozunda IP olarak Anti-MIF antikoru

uygulanmasindan 2 saat sonra 3 saat arayla iki kez 0.1 ml icerisinde 10 ng LPS iP olarak
verildi (n=6).

Grup 4: Gebeligin 17. guiniinde 3 saat araylaiki kez 0.1 ml serum fizyolojik iP olarak verilerek
kontrol grubu olusturuldu (n=6).

ikinci deney grubundaki farelerde aym 4 alt grup olusturuldu. Bu gruptaki farelere gebeligin
17. guninde ilk LPS uygulamasindan 8 saat sonra eter anestezisi altinda steril sartlarda
laparotomi yapildi (Resim 3.1). Her fareden iki farkli implantasyon bdlgesinden uterus,
plasenta ve fetal doku ornekleri alindi (Resim 3.2). Gestasyonel doku oOrnekleri serum
eklenerek sivi nitrojende donduruldu ve -80° C de saklandi. Calismaya alinan farelerin tiimii
calisma bitiminde yiksek doz eter anestezisi ile sakrifiye edildi.

Resm 3.1: Ince ok ile tek bir fetusa ait plasenta gosterilmektedir. Kalin ok ile fetus

isaretlenmistir.
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Resim 3.2: implantasyon bolgesindeki uterus, plasenta ve fetal doku 6rneklerinin alinmasi

Gebeligin 17. gini

2 3 saat I

Ssaat
| | |
1. Deney grubu:
Grup1 LPS LPS Doguma kadar izlem
Grup 2 LPS + Anti-MIF LPS
Grup3  Anti-MIF LPS LPS 2. Deney grubu:
Grup 4 SF Sk 8. saatte lapar otomi

Sekil 3.1: Calismamn sematik olarak Ozeti
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3.3 Sitokin analiz

Sitokin analizi i¢in, dondurulmus dokular -80 C'den alinarak +4 C’'de ¢Ozulmeye
birakildi. Cozilen dokular tartildiktan sonra proteaz inhibitor kokteyli (Complete Mini, EDTA-
free-Roche) igeren 1xfosfat tampon ¢ozelti (Phoshate Buffered Saline=PBYS) igerisinde tissue
lyser (Qiagen-Almanya) cihazi ile 2 dakika homojenize edildi. Elde edilen homojenatlar +4
C'de 15 dakika 13,000 X g de santrifij edildi. Supernatantlarin total protein igerigini
belirlemek icin Bradford yontemi kullamildi. Daha sonra supernatantlardan TNF-a ve IL-6
sitokin dizeylerinin  6lcimu  icin  Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)
(BenderMedSystem’s-Avusturya) yontemi uygulandi. Her sitokin igin belirlenen standart
grafiklerden yararlamlarak konsantrasyonlart pg/ml olarak hesaplandi. Elde edilen sitokin
duzeyleri doku homojenizatindaki total protein miktarina oranlanarak sonuglar pg/mg protein

olarak verildi.
3.4 istatistiksel analiz

Tum istatistikler “SPSS for Windows 15.0" istatistik program ile yapildi. Deney
gruplar1 arasindaki doguma kadar gegen siire, fetus agirliklar: ve gestasyonel dokularda TNF-
a ve IL-6 sitokin duzeyleri farkliliklarinin degerlendirilmesi igin  Kruskal-Wallis varyans
analiz yontemi kullanildi. Ikili gruplar arasinda sonuglar Wann-Withney U yontemi ile
karsilastirildi. P degeri 0.05' den distk olan sonuclar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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Bolum 4
BULGULAR
4.1 Obstetrik sonuclar

LPS uygulamasindan doguma kadar gegen sire tablo 4.1 ve sekil 4.1 de
gogerilmistir. Deney sirasinda LPS grubunda maternal mortalite izlenmeksizin tim farelerde
preterm dogum modeli olusturuldu. Kontrol grubundaki tim fareler, fareler icin term gebelik
siresi olarak kabul edilen 19-20. gunlerde dogum yapmustir. Kontrol grubu disindaki diger
gruplarda farelerin tuma, fareler icin preterm dogum kabul edilen gebeligin 18. gininde
dogum yapmustir.

Grup 1’ de doguma kadar gegen siire ortalama 17.2 saat iken grup 2, 3 ve 4'te sirastyla
16.3, 23.2 ve 59.6 saat bulundu.

Tablo 4.1: Tum gruplarda doguma kadar gecen siire

%95 Given araliginda
ortalama degerler
Gruplar (n=6) Ortalama +SD Minimum Maksimum

(saat) (saat) (saat)

LPS 17,25 +2,11 15,03 19,47
LPS + 0.saat

anti-MIE 16,33 +1,37 14,89 17,76
LPS + 2 saat

3} . 23,25 +1,72 21,43 25,06
once anti-MIF

Kontrol 59,66 + 5,75 53,63 65,70
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Sekil 4.1: Doguma kadar gecen ortalama slire

Doguma kadar gegen slire gruplar arasinda karsilastirildiginda; LPS den 2 saat 6nce
Anti-MIF verilen grup 3'te, LPS ile preterm dogum olusturulan grup 1 ve LPS ile es zamanli
Anti-MIF verilen grup 2’ ye gore doguma kadar gegen siire daha uzun saptanmistir ve bu
farklihik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur ( p degeri .004 ve .004). Grup 1 ve grup 2
arasinda doguma kadar gecen sire agisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik

izlenmemistir.

TUm gruplarda yavru agirliklar: tablo 4.2 ve sekil 4.2 de gosterilmistir. Bulgular
gruplar arasinda karsilastirildiginda, grup 1 ile Anti-MIF tedavisi verilen gruplar (Grup 2 ve
Grup 3) arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamustir.
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Tablo 4.2: Tum gruplarda yavru agirliklar:

%95 Giiven araliginda
ortalama degerler
Gruplar (n=6) Ortdama +SD Minimum Maksimum
(ar) (ar) (ar)
LPS 78 +,059 72 84
LPS + 0.saat
anti-MIE 77 +,060 712 .84
LPS + 2 saat
+
dnce anti-MIF 79 +,027 76 81
Kontrol 1,51 +,072 1,44 1,59
1,60' :E
—~ 1,40
S
5
X 1,204
s
2 1,001
&
>
O
i 1T T
S
0,60
LPS Anti-MIF  Anti-MIF Kontrol

(0.saat) (2saatonce)

Sekil 4.2: Ortalama yavru agirliklar
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Tablo 4.3: Doguma kadar gecen siire ve yavru agirliklarinin gruplar arasinda karsilastirilmasi

P degeri
Karsilastirilan Gruplar Doguma kadar gegen siire Yavru agir hklary

LPS - anti MIF (0. saat) ,260 1,000
LPS - anti MIF (2 s6nce) ,004 873
Anti MIF - anti MIF 004 749
(0. saat)  (2s0nce)

Kontrol - anti MIF (0. saat) 004 004
Kontrol - anti MIF (2 s 6nce) 004 004
Kontrol - LPS ,004 ,004
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4.2 Gestasyonel dokularda sitokin diizeyleri

Gestasyonel doku orneklerinde ortalama TNF-a dizeyleri tablo 4.3 ve sekil 4.3 de, IL-6

diizeyleri tablo 4.4 ve sekil 4.4 de gosterilmistir.

Tablo 4.3: Tum gruplarda ortalama TNF-a. dizeyleri

%95 Gliven araliginda
ortalama degerler
Gruplar (n=6) | Ortalama + SD Minimum | Maksimum
(pg/mg) (pg/mg) (pg/mg)
LPS 44,36 + 29,60 13,30 75,43
LPS + 0.saat
anti-MIF 13,03 6,01 6,72 19,34
LPS + 2 saat
once anti-MIF 15,52 £531 9,94 21,10
Kontrol 22,55 +13,13 8,77 36,34
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Sekil 4.3: Gestasyonel dokularda ortalama TNF-a diizeyleri

Ortalama TNF-o dizeyleri 0. saatte Anti-MIF verilen grup 2'de, grup 1'e gore daha
dustk saptanmustir ve bu farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p=.01). Anti-
MIF in 2 saat 6nce verildigi grup 3'te ortalama TNF-a dizeyleri grup 1’e gore daha disuk
izlenmis olup bu farklilik istatistiksel olarak anlamli saptanmustir(p=.01). Kontrol grubu ile
diger gruplar karsilastirildiginda ortalama TNF-a duzeyleri agisindan anlamli bir farklilik
izlenmemistir. Anti-MIF verilen grup 2 ve grup 3 arasinda ortalama TNF-o dizeylerinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamustir.
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Tablo 4.4: Tum gruplarda ortalama IL-6 diizeyleri

%95 Gliven araliginda
ortalama degerler
Gruplar (n=6) | Ortalama + SD Minimum | Maksimum
(pg/mg) (pg/mg) (pg/mg)
LPS 16,20 + 5,38 10,56 21,85
LPS + 0.saat
anti-MIF 815 3,59 4,38 11,91
LPS + 2 saat
once anti-MIF 702 t 14 520 8,84
Kontrol 9,56 + 464 4,69 14.44

Ortalama IL-6 dlzeyleri gruplar arasinda karsilastirildiginda; O. saatte Anti-MIF
verilen grup 2'de, grup 1'e gore daha dusik ortalama IL-6 dizeyleri saptanmustir ve bu
farklilik istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=.025). Anti-MIFin 2 saat dnce verildigi
grup 3'te ortalama IL-6 dizeyleri grup 1'e gére daha distk izlenmistir ve bu farklilik
istatistiksel olarak anlamli saptanmustir(p=.006). Kontrol grubu ile diger gruplar arasinda
ortalama |L-6 duzeyleri agisindan anlaml: bir farklilik izlenmemistir. Anti-MIF verilen grup 2
ve grup 3 arasinda ortalama IL-6 dizeylerinde istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
bulunmamustir.
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Sekil 4.4: Gestasyonel dokularda ortalama IL-6 diizeyleri
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Tablo 4.3: Gestasyonel dokularda TNF-a ve IL-6 dizeylerinin gruplar arasinda

karsilastirilmasi

Karsilastirilan Gruplar

P degeri

Ortalama TNF-a

OrtalamalL-6

LPS - anti MIF (0.saat) ,010 ,025
LPS - anti MIF (2 s6nce) ,010 ,006
Anti MIF - anti MIF 229 749
(O.saat)  (2.s0nce)

Kontrol - anti MIF (0.saat) 109 749
Kontrol - anti MIF (2 s 6nce) 522 630
Kontrol - LPS ,109 ,055
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Bolim 5
TARTISMA

Term ve preterm dogumun baslamasinda yer alan biyokimyasal degisiklikler
inflamatuar reaksiyona benzemektedir ve giderek artan sayida kanit proinflamatuar
sitokinlerin ve PG’lerin merkezi roline isaret etmektedir(116). Term ve preterm dogumlarin
her ikisinde de amniyotik sivida artmis sitokin diizeyleri ve myometriyumda artmus nétrofil ve
makrofa]  infiltrasyonu  gosterilmistir(117).  Proinflamatuar ~ sitokinlerin -~ uterin
kontraksiyonlarin diizenlenmesinde gorevli proteinlerin ve PG’lerin sentezini dizenleyerek
term ve preterm dogum eyleminin baslamasina neden olabilecegi ileri strtlmastir(8).

Preterm dogum patogenezinde maternal veya fetal inflamatuar yanitin 6nemli
oldugunu dustndiren bulgular mevcuttur(7,43,45,47). Spontan preterm dogumlarin yaklasik
%50 oraminda enfeksiyon ile iligkili oldugu bilinmekle birlikte bu olgularin buyik kisminda
enfeksiyon subklinik seyretmektedir(6). Cochrane Kitliphanesi tarafindan yapilan sistematik
derlemede, membranlarin intakt oldugu preterm dogum eylemindeki hastalarda rutin
antibiyotik tedavisinin preterm dogumu 6nlemede etkisinin olmadig: belirtilmekte ve neonatal
mortalitede artisa neden olabilmesi nedeniyle kullanimi 6nerilmemektedir(118).

Sted ve ark.’min (119) yaptigi calismada ise, termde elektif sezaryen yapilan
hastalarin yaklasik %70'inde bakteriyel invazyon ve inflamasyon bulgulari saptanmus,
koryoamniyotik membranlarin bakteriyel kolonizasyonunun her zaman preterm doguma
neden olmachg: gosterilmistir.

Deneysel olarak hayvanlarda bakteriler ile, LPS gibi bakteri hicre duvari
komponentleri ile ve IL-18, TNF-a gibi proinflamatuar sitokinlerle preterm dogum modelleri
olusturulabilmektedir(113). LPS nin insanda kilttre amniyokoryonik membranlardan IL-1f,
IL-6, IL-8 ve TNF-a salimmmna neden oldugu gosterilmistir(120). Doku ve hicre
calismalarinda, bu sitokinlerin amniyon, desidua ve myometriumdan PG’ler ve oksitosin
salinimina neden oldugu gosterilmistir(116).

Baz1 arastirmacilar tarafindan, enfeksiyon etkeninin izole edilemedigi erken sepsis
olgularinda izlenen sistemik inflamatuar yamit sendromundaki benzer slreclerin, preterm
dogum patogenezinde rol oynadigi 6ne sirdlmistir(3,59). Maternal veya fetal inflamatuar
yanitin kontrolinde bir bozukluk varliginda, dokularda asir1 sitokin Uretimine bagli gelisen
patolojik hasarlanmanin preterm doguma neden olabilecegi distinilmusttr(3,59).
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Kurmus oldugumuz bu deneysel calismada, anti-MIF antikorunun proinflamatuar
sitokinlerin sentezini baskilayarak preterm dogumu 6nleyebilecegi ongorulmustir. Bu amagla
yapilan calismada, Anti-MIF tedavisi verilen farelerde gebelik stiresinin uzadigi, gestasyonel
dokularda TNF-a ve IL-6 dizeylerinde baskilanma oldugu izlenmistir. Yapilan diger
calismalarda, preterm dogumun énlenmesinde antiinflamatuar etkinlige sahip farkl gjanlarla
tedavide benzer sonuclar elde edilmistir(114,121-127).

Calismamizda kontrol grubu ile diger gruplar arasinda gestasyonel dokularda sitokin
diizeyleri acisindan anlamli bir farklilik bulunmamustir. Gebelik siirelerinde farkliliga ragmen
sitokin duzeylerinin benzer olmasinin, sitokin kaskadimn preterm dogumda uyarilmis
olmasindan kaynaklandigi ancak gestasyonel doku oOrneklerinin  yalniz bir kez
degerlendirilmesi nedeni ile sadece 8. saat’teki sitokin dizeylerinin hentiz anlamli olarak
yiukselmemesine bagli olabilecegi diustnilmektedir. Doku sitokin dizeylerine belirli
araliklarla bakilabilmesi durumunda, calisma ve kontrol grubundaki sonuglar arasinda
farklilik olabilecegi Gngdrulmektedir.

Antiinflamatuar etkinligi oldugu dustintlen laktoferrin ile yapilmis calismalarda,
laktoferrinin gebelik stiresini uzattigi, maternal plazma lL-6 ve TNF-a dizeylerinde azalmaya
neden oldugu gosterilmistir(121). Paintlia ve ark.’min (122) yaptig1 ¢alismada, LPS nin
plasentada I6kosit infiltrasyonunda, fosfolipid metabolizmasinda ve lipid peroksidasyonunda
artisa neden oldugu izlenmis, antioksidan etkinlige sahip N-asetil sistein tedavisi ile preterm
dogumun Onlendigi, amniyotik sivida IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin protein ekspresyonlarinda,
plasentada [6kosit infiltrasyonunda, kemokinlerin, hiicresel adezyon molekillerinin ve COX-2
ekspresyonunda azalma oldugu gosterilmistir.

Prostaglandin sentezinde anahtar enzim olan siklooksijenaz (COX) enziminin
inhibisyonuna yonelik calismalarda, selektif COX-2 inhibitori olan selekoksib’in gebelik
siresini, preterm dogum oranmini ve gestasyonel dokularda PG’lerin sentezini azalttigi ancak
maternal  serum TNF-a, IL-18 ve IL-6 duzeylerinde degisiklige neden olmadig:
saptanmistir(123). Benzer olarak, PG’lerin sentezinde gorevli prostaglandin H sentaz-2
(PGHS-2) inhibisyonuna neden olan tirozin kinaz inhibitorlerinin farelerde LPS ile
olusturulmus preterm dogumu engelledigi gosterilmistir(114).

Proinflamatuar sitokinlerin baskilanarak preterm dogumun engellenmesi amaciyla
yapilmis calismalarda sitokin aginin biyik ve kompleks yapida olmasi nedeniyle tek sitokini
baskilamaya yonelik tedavilerin preterm dogumu Onlemede yetersiz kaldigi One
sirdlmustir(124). Holmgren ve ark.’min (124) yaptig1 calismada, anti-TNF-a tedavisinin
preterm dogum ve fetal kayip riskini azalttigi, IL-6, IL-1B, TLR-2, CD14 ve COX-1
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ekspresyonlarim belirgin olarak baskiladigir gosterilmis ancak LPS nin etkilerini tamamen
Onlemedigi izlenmistir.

Hirsch ve ark.’min (125) yaptigi calismada ise, genetik olarak IL-18 ve TNF-a
reseptorleri defektli farelerde bakterilerle olusturulmus preterm doguma belirgin olarak direng
gelistigi izlenmis, bu iki sitokinin inhibisyonunun bakterilerin etkilerini  tamamen
engelleyemedigi gosterilmistir. Benzer olarak, Fidel ve ark.’nin (126) yaptig1 calismada,
antisitokin ajanlar olan IL-1 reseptdr antagonistlerinin ve solubl TNF-o resepttr Fc flizyon
proteininin farelerde LPS ile olusturulmus preterm dogumu engellemedigi ve gebelik siiresini
uzatmadigi izlenmistir.

Robertson ve ark.’mn (127) yaptigi calismada ise, inflamatuar yanitlarin
baskilanmasinda goérevli olan IL-10'un gestasyonel dokularda TNF-a, IL-1 ve IL-6 gibi
proinflamatuar sitokinlerin sentezinde azalmaya neden oldugu ve genetik olarak IL-10
defektli farelerde preterm dogum gelisimi riskinin arttigi gosterilmistir.

Makrofaj migrasyon inhibitor faktor, inflamatuar ve antiinflamatuar sireglerin
dengelenmesinde merkezi 6neme sahiptir. Bakteriyel komponentlere karsi gelisen dogal
immin yanitta gorevlidir ve makrofajlardan TNF-a, I1L-8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve
mediyatorlerin salinimint uyarir(93). Gebelikte MIF in roltne iliskin simirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Bu konuda yapilan en son calismada, 9-23. gebelik haftalarinda maternal
serumda sitokin ve hormon diizeylerinin preterm dogum ile iliskisi arastirilmus, yiksek MIF,
TNF-a, IL-10 ve C-reaktif protein diizeylerinin artrms preterm dogum riski ile birlikte oldugu
gosterilmistir(128). Buna ek olarak aynmi ¢calismada, MIF in preterm dogum ile iliskili olan en
guclt belirteclerden biri oldugu belirtilmistir.

Pearce ve ark.’min (12) yaptig1 calismada da benzer olarak 9-23. gebelik haftalar:
arasinda yuksek maternal serum MIF dizeylerinin, sonraki gebelik haftalarinda preterm
dogum gelisimi ile birlikte oldugu izlenmistir. Chaiworapongsa ve ark.’mn (13) yaptigi
calismada ise, amniyotik sivida yiksek MIF dizeylerinin daha kisa amniyosentez-dogum
araligi ile iliskili oldugu gosterilmis ve intrauterin MIF Oretiminin 6zellikle enfeksiyon
varliginda dogum eyleminin baslamasinda rol oynayabilecegi 6ne stirtlmustir.

Deneysel olarak hayvanlarda olusturulmus cok sayida inflamatuar ve otoimmun
hastalik modelinde anti-MIF antikorlar: ile tedavide belirgin iyilesme gozlenmistir(90,129-
137). Ancak literattirde anti-MIF tedavisinin preterm dogumu 6nlemedeki etkinligini arastiran
calisma bulunmamaktadir.
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Bernhagen ve ark. (90) tarafindan yapilan calismada, farelerde tiberkiline bagli
gecikmis tipte hipersensitivite yamti modelinde anti-MIF tedavisi sonrast antijen bélgesinde
azalmis makrofaj infiltrasyonu izlenmistir.

Farelerde olusturulmus gram negatif sepsis modelinde, anti-MIF antikoru tedavisi ile
lethal sonuclarin dnlendigi, dolasimdaki bakteri sayisimin ve plazma TNF-a diizeylerinin daha
dustk oldugu gosterilmistir(129). Benzer olarak Calandra ve ark.’ min (130) yaptig: ¢alismada,
farelerde olusturulmus gram pozitif sepsis modelinde anti-MIF antikorlariyla tedavi sonrasi
sagkalim oraninda belirgin olarak artis izlenmistir.

Insanlardaki akut respiratuar distress sendromuna benzer olarak, ratlarda LPS ile
olusturulmus akut akciger hasarinda, anti-MIF antikorlar1 ile tedavinin akcigerde nétrofil
infiltrasyonunu belirgin olarak azalttigi saptanmistir(131). Deneysel aterosklerozis modelinde,
anti-MIF tedavisi ile makrofg infiltrasyonunda ve TNF-a, IL-12 gibi proinflamatuar
mediyatorlerin Uretiminde azalma oldugu gosterilmistir(132).

Ratlarda immunolojik olarak olusturulmus renal hastalik modelinde anti-MIF antikoru
tedavisi ile siddetli proteinirinin engellendigi ve normal renal histolojinin devam ettigi
saptanmustir(133). Antijen ile gelistirilen artrit modelinde anti-MIF verilen farelerde
synoviumda hticresel infiltrasyonun tamamen geriledigi gosterilmistir(134). Benzer olarak,
MIF notralizasyonunun farelerde deneysel olarak olusturulmus otoimmun ensefalomyelitin
siddetinde ve siiresinde azalmaya neden oldugu izlenmistir(135).

Cvetkovic ve ark.’min (136) yaptigi calismada da, otoimmin diyabet olusturulmus
farelerde anti-MIFin  pankreatik dokuda monontkleer hicre infiltrasyonunda ve
proinflamatuar sitokinlerin Uretiminde azalmaya neden olarak normoglisemiye neden oldugu
saptanmustir. Ratlarda olusturulmus deneysel otoimmiin myokardit modelinde, anti-MIF ile
tedavi sonrast myokardiyal lezyonlarda belirgin azalma izlenmistir(137).

Sitokinler dogal ve kazamlmis immin yanitlarin aktivasyonunda gorevli oldugundan
antisitokin tedavilerinin enfeksiyonlara kars1 konak savunma mekanizmalarini bozabilecegi
One strilmektedir(89). Ancak MIF inhibisyonunun sistemik inflamatuar yanitlar: baskiladigi,
bakterilere kars1 konagin dogal savunma mekanizmalarin etkilemedigi ve rekombinan MIF in
bakteriyal buylime Uzerine direkt bir etkisinin olmadigi gosterilmistir(129).

Sonug olarak, Anti-MIF tedavisinin preterm dogumu onlemedeki etkinliginin ilk kez
arastirildigi bu galismada LPS den 2 saat 6nce anti-MIF verilen grupta doguma kadar gegen
siire yalmz LPS verilen gruba goére belirgin olarak daha uzun saptandi (P=.004). LPS ile es
zamanlh anti-MIF tedavisinin gebelik siresine etkisinin olmadig: izlendi. LPS ile ey zamanl1
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(P= .01 ve .025) ve 2 saat Once (P= .01 ve .006) anti-MIF verilen gruplarda gestasyonel
dokularda TNF-a ve IL-6 diizeyleri belirgin olarak daha distik bulundu.

Bu bulgular 1s1g1inda, preterm dogum gelisiminde inflamatuar sireglerin ve MIF in
onemli oldugu, anti-MIF antikorlartyla nétralizasyonunun preterm dogumu geciktirilebildigi
gogerilmistir. Ancak anti-MIF antikorlarinin farkli doz, sire ve uygulama siklig: ile yapildigi
yeni ¢calismalara gereksinim bulunmaktadir.
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