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INCELENMESI
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Subat 2014, 62 sayfa

Makrofajlar patojenlerin  fagositozu, antijjen sunumu, apoptoik hucrelerin
sindiriimesi ve doku yenilenmesi gibi bir ¢ok 6nemli gorevlerinin yani sira
vucuttaki demirin depolanmasi ve bu depolanan demirin gerektigi zaman dokulara
gonderilmesinde de rol oynarlar. Calismamizin amaci; simdiye kadar hig
¢alisiimamis olan servikovajinal yaymalarda makrofaj-demir iligkisinin sitolojik ve
sitokimyasal yontemler kullanilarak incelenmesi ve yaymalarda saptanan
enfeksiyonlarla  makrofaj  sitoplazmasinda depolanan  demirin ilgisinin
belirlenmesidir.

Bu calisma igin 200 hastaya ait servikovajinal yaymalar once Papanicolaou
boyama metoduna gbre boyanmigs ve bu yaymalarda makrofajlarin bulunup
bulunmadigi 1sik mikroskobik olarak saptanmigtir. Makrofajlarin varligi saptanan
95 yayma calisma kapsamina alinmig ve bu yaymalar, makrofajlarda depolanan
demiri gostermek amaciyla Prussian Blue boyama metodu ile boyanmistir.
Prussian Blue ile boyanan 95 yaymanin 12 ‘sinde sitoplazmalari diffiz mavi renk
boyanma gosteren demir yukli makrofajlara rastlanmistir. Bu 12 yayma calisma
grubu olarak, makrofaj sitoplazmalarinda boyanma gdézlenmeyen 83 yayma ise
kontrol grubu olarak kabul edilmistir. Calisma grubunda bulunan 12 yaymadaki
makrofajlarda gozlenen difflz boyanmanin yani sira, koyu mavi renkte ve gesitli
bayukliklerde granullerin de bulundugu belirlenmigtir. Her yaymada diffuz
boyanan ve diffiz boyanma ile birlikte granuler boyanma gozlenen makrofajlar
sayllip ortalamasi alinarak, bu oranin toplam 12 yayma icin 10:1 oldugu
gorulmustur.



Makrofajlar ile diger hucreler arasindaki iligkiler incelendiginde ise; makrofajlarin
eritrositlerle yakin iliskide oldugu, bir kisminda eritrosit zari ile makrofaj zarinin
kaynastigi bir kisminda ise bu iki zar arasinda ¢ok az bir mesafe oldugu
saptanmistir. Bu yakin iligkinin yani sira makrofajlardan eritrositlere dogru uzanan
uzunlu kisah pseudopod’larin bulundugu, bazi ince pseudopodlarin ise eritrositler
arasinda kalan dar araliklara kadar uzandigi goérulmusttr. Ayrica makrofajlarin
sitoplazmalarinda fagosite edilmis apoptotik cisimciklerin, polimorfonukleer
Iokositlerin ve bazi hicresel artiklarin bulundugu, bazi makrofajlarin PMNL’lere
dogru pseudopod uzattigi saptanmistir.

Calisma kapsamina alinan 95 yaymanin 4'Unde Candida, 4'Unde ise Bakteriyel
vajinozis enfeksiyonlarina rastlanmigtir. Ancak bu enfeksiyonlarin goruldigu
yaymalardaki makrofajlarin sitoplazmalarinda Prussian Blue metodu ile
boyanmaya rastlanmamigtir.

istatistiksel analizler igin Ki kare testi kullaniimistir. Bu metoda goére makrofajlarin
sitoplazmasinda goézlenen boyanma pozitifligi ile ayni yaymada eritrositlerin
bulunmasi arasinda istatistiksel agidan anlaml bir iligki bulunmustur (p<0.05).
Ayrica boyanma pozitifligi ile fertil ve menopoz donem karsilastirildiginda, fertilite
ile boyanma pozitifligi arasinda da istatistiksel olarak anlamli bir iligki saptanmigtir.

Anahtar kelimeler: Servikovajinal yayma, makrofaj, demir, Prussian blue



ABSTRACT

EXAMINATION OF MACROPHAGE-IRON ASSOCIATION WITH
CYTOLOGICAL AND CYTOCHEMICAL METHODS IN
GYNECOLOGICAL SAMPLES

Aysegiil YUCEL POLAT
Master of Science, Department of Biology
Supervisor: Prof.Dr. Sayeste DEMIREZEN

February 2014, 62 pages

Macrophages play important roles in phagocytosis of pathogens, antigen
processing, clearence of apoptotic cells and tissue renewal, on the other hand
they take part in storage of body iron and delivering it to tissues. The purpose of
our study is examining the association between macrophage and iron in cervico-
vaginal smears by using cytological and cytochemical method and determining the
relation between infection in smears and macrophage iron storage.

Firstly cervico-vaginal smears of 200 patiens stained with Papanicolaou methods
and the presence of macrophages was detected in 95 smears. These 95 smears
containing macrophage stained with Prussian Blue method in an attempt to
observe macrophage iron storage. Iron laden macrophages which diffuse blue
staining was observed in their cytoplasm were seen in 12 of 95 smears. These 12
smears were choosen as study group and other 83 smears were choosen as
control group. Granules being various size and staining dark blue color were seen
in cytoplasm of iron laden macrophages besides diffuse cytoplasmic staining. Iron
laden macrophages were counted in all of the 12 smears. The ratio of diffuse
staining to diffuse/granular staining was detected 10:1.

When the relationship between macrophages and other cells was examined,
macrophages was found to be in close contact with erythrocytes. It was
determined that cell membranes of erythrocytes was fused with cell membrane of
some macrophages. Moreover macrophages extending pseudopods which are
various size to erythrocytes and PMNLs were observed. Also PMNLS, apoptotic
bodies and cellular debris in macrophage cytoplasm were attracted our attention.


http://tureng.com/search/attract%20attention

Amount 95 smears containing macrophages, 4 Candida and 4 Bacterial vaginosis
infections were detected. However, there were no staining with Prussian Blue
method in the cytoplasm of macrophages that were seen in these smears.

Chi square test was used for statistical analysis. According to these analysis,
statistically significant association was found between possitive iron staining of
macrophage cytoplasm and the presence of erythrocytes in smears. (p<0,05) In
addition statistically significant relation was detected between possitive iron
staining of macrophage cytoplasm and fertility, too. (p<0,05)

Key words: Cervico-vaginal smear, macrophage, iron, Prussian Blue
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1.GiRiS

Makrofajlar kemik iliginde Uretilen ve kan dolasimina gegen monositlerin
farklilagsmasiyla meydana gelirler. [1] Hucre yluzeylerinde bulunan molekullerdeki
farkhliklar, bulunduklari farkh dokular ve bu dokulardaki yerlesim yerleri nedeniyle

degisik isimlerle adlandirilirlar. [2]

Makrofajlar vicutta birgok dokuda o6nemli gorevler Ustlenmislerdir. Temelde
patojen organizmalarin fagositozunda ve bu organizmalarda bulunan antijenlerin
islenerek diger immun sistem hucrelerine sunulmasinda goérev alan bu hucreler,
dokularda bulunan apoptoik hicrelerin hicre igine alinarak pargalanmasinda, doku
yenilenmesinin saglanmasinda ve diyetle vicuda alinan demirin geri

donusturilmesinde de dnemli rol oynamaktadirlar. [3][4]

Saglikh bir insanin vicudunda yaklagik 3-5 gr demir bulunmaktadir. Vlcutta
bulunan bu demir eritrositlerdeki hemoglobinin, kaslardaki miyoglobinin,
mitokondrilerde bulunan sitokromlarin ve vicuttaki ¢esitli enzimlerin yapisina
katilirlar. Saglikh insanlarda intestinal sistemden gunlik yaklagik 1 mg demir
emilir. Bu miktar ise vucuttaki gunlik demir ihtiyacini kargilayamamaktadir. Bu
nedenle vucuttaki ¢esitli kaynaklardan elde edilen ve intestinal sistemden emilen

demirin vicutta geri donUsturtilmesi gerekmektedir. [5]

Makrofajlar  émrintu  tamamlamis eritrositlerin ~ fagositozuyla ve  hicre
yuzeylerindeki gesitli reseptorlerin “demir — protein” komplekslerini tanimasiyla
birlikte demiri hucre icine alirlar. Makrofaj icerisine alinan bu demir-protein
kompleksi makrofaj icinde ¢esitli islemler sonucunda birbirinden ayrilir ve demir
serbest hale gelir. Sitoplazma igerisindeki serbest demir makrofaj igin toksik etki
gosterir. Bu nedenle demir makrofaj sitoplazmasi igindeki ferritin ve hemosiderin
molekullerine tutunarak depo edilir. Dokularda demir ihtiyaci oldugu zaman gelen
sinyalle makrofaj uyarilarak sitoplazmasinda depo edilmis olan demir, makrofaj
zarindaki ferroportin adi verilen transmembran protein aracihgiyla kan plazmasina
verilir ve buradan gerekli dokulara tasinir. Bu yollarla makrofajlar demirin vicuttaki

geri donugumunde rol oynarlar.

Aragstirmamizin amaci; 23 - 81 yas arasi ferti ve menopoz doénemindeki
hastalardan alinan serviko-vajinal érneklerde sitolojik ve sitokimyasal yontemler

kullanilarak, 1sik mikroskobu altinda makrofaj-demir iligkisini goézlemlemek ve



yaymalarda gozlenen enfeksiyonlarla makrofajlarda depolanan demirin ilgisini
saptamaktir. Literatire bakildiginda; daha once yapilmig ¢alismalarda farkli vicut
sivilart ve dokularda bulunan makrofajlarda demir depolanmasi aragtiriimistir.
Ancak servikovajinal sivilarla yapilan boyle bir calismaya rastlanmamigtir. Bu
nedenle bizim ¢calismamiz servikovajinal drnekler Gzerinde makrofaj-demir iligkisini

inceleyen orijinal bir galisma olmustur.



2.GENEL BILGILER

2.1. Makrofajlarin genel 6zellikleri
2.1.1. Makrofajlarin kokeni

insanlarda kan lokositlerinin yaklasik %5'ini “monosit” adi verilen hiicreler
olustururlar. Monositler kemik iliginde Uretilirler ve 1-3 gun sdren olgunlasma
evresinin ardindan damarlara verilerek kan dolagimina katilirlar. Kan dolagimina
katilan monositler ise damarlardan dokulara go¢ ederek burada makrofajlarin

onculleri olarak gorev yaparlar. [6]

Monositlerin kan dolagimindan dokuya gecgebilmesi icin damar duvarinin apikal
tarafindan bazal tarafina ge¢gmesi gerekir. Bu olay ise diapedez yolu ile meydana
gelir. Diapedezin ilk agsamasinda; monosit ve endotel hucrelerinin yizeylerinde
bulunan ve iki hucre arasinda gegcici bir bad kurulmasini saglayan “selektin”
glikoproteinleri, monositlerin  “yuvarlanma (rolling)” hareketi yaparak endotel
hdcrelerine baglanmasini ve damar duvari boyunca hareket etmesini saglar. [7]
Monosit ve endotelyal hucrelerin birbirine temasi ile her iki hicreden “Monosit
kemoatraktant proteinl (Monocyte chemoattractant protein-1 ya da diger adiyla
CCL2) salgilanmaya baglar. [8] Bu kemokin monositlerin hiicre yluzeyindeki “C-C
motif reseptort 2 (C-C motif receptor 2) reseptorlerine baglanir ve reseptor aracili
endositozla hucre icine ahnir. [9] Hulcre igine alinan MCP1 kemokini ise
monositlerin hicre ylzeyinde bulunan integrin proteinlerinin aktiflesmesine neden
olur. [10] Monositlerin hlcre yuzeylerinde bulunan bu integrin proteinleri de,
endotelyal hicrelerin apikal yuzlerinde bulunan “Hucreler arasi adezyon molekulu
(Intercellular adesion molecule -1= ICAM-1)", ICAM-2 ve “Damar hlicresi yapisma
molekuli-1 (Vascular cell adesion molecule 1)” adi verilen adezyon molekiillerine
baglanir. Bu baglanma ile birlikle monositler endotel hlcreleri Gzerinde yatay
olarak hareket etmeye baglarlar. Bu asamadan sonra diapedez iki farkl sekilde
gerceklesebilir. Bunlardan birincisinde yatay olarak hareket eden monositler iki
endotel hlcresi arasindaki baglantilarin bulundugu paraseltler bolgeye gelir ve bu
baglanti bdlgesinden bazal tarafa gegisini gergeklestirir. Bu olaya “paraselller
diapedez” adi verilir. Bu yollarin ikincisinde ise endotel hicrelerinde monositlerin
icinden gegmesini saglayacak olan transseluler bir por meydana gelir. Monosit ve
endotel hucrenin birbirine baglanmasiyla meydana gelen c¢esitli sinyaller

sonucunda endotel hicrelerinin ylzeylerinde mikrovillus benzeri yapilar olugsmaya
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baglar. Bu yapilar, damar duvarinda yatay hareketleri esnasinda bu porun acildigi
yere gelen monositleri sarar ve endotel hiucresinde agilan bu pordan gegmesini

saglar. Bu olaya ise “transselller diapedez” adi verilir. [11][7][12] (Sekil 2.1)

Sekil 2. 1: Monositlerin damar icinden bag dokuya gecis yollari a) Monositin iki
endotel hdcresi arasindan gegerek gerceklestirdigi "paraselller diapedez”, b)
Monositin bir endotel hlcresinde acgilan pordan gegerek gergeklestirdigi

"transselller diapedez" (12 numarali kaynaktan esinlenerek gizilmistir.)

Diyapedez yolu ile damar iginden dokuya gegen monositler farklilasarak
makrofajlari meydana getirirler. Monositlerin makrofajlara déntigsuimuinde ise
“Granulosit - makrofaj koloni uyarici faktér (Granulocyte- Macrophage Colony
Stimulating Factor = GM-CSF)” ve “Makrofaj koloni uyarici faktér ( Macrophage
Colony Stimulating Factor = M-CSF)” adi verilen sitokinler gorev yapar. Bu
sitokinler inflamasyon durumunda ve normal durumlarda makrofajlarin sayilarinin
ve gesitli fonksiyonlarinin kontrol edilmesinde rol oynarlar. GM-CSF ve M-CSF
sitokinlerinin, monositlerin farklilagsmasi Gzerine birbirlerinden farkli etkileri vardir.
Bu nedenle degisik ozelliklere sahip iki ¢esit makrofaj grubu meydana gelir ve bu

makrofajlar farkli sitokin ¢egitlerinin Uretilmesinde gorev yaparlar. [13]



2.1.2. Makrofajlarin yapisi
Makrofajlar fagositoz yapma 6zelligine sahip olan tek gekirdekli hicrelerdir. Bir gok
organda yer almaktadirlar ve morfolojileri bulunduklari dokuya ve aktivitelerine

gore farkhlik géstermektedir.

Makrofajlarin ¢aplari 10 um’den 30 uym’ye kadar degismektedir. Sitoplazmalari,
yuksek orandaki fizyolojik aktivitelerinden dolayi bir ¢ok girinti ve ¢ikinti igeren, Ug
katli, 80 A kalinhgindaki bir hucre zariyla cevrilidir. [14] Hlcre zarinda hicre
disindaki maddelerin makrofaj igerisine alinmasinda gérev yapan c¢esitli
bayukluklerde mikrovilluslar bulunmaktadir. [15] Ayrica sitoplazma kismen
bazofilik 6zelliktedir ve birgok vakuol igerir. Sitoplazmanin hicre zarina yakin olan
kenar kisimlari granuler yapi gostermektedir ve endoplazmik retikulum, mitokondri
gibi organeller agisindan fakirdir. Bu yapilar daha c¢ok sitoplazmanin merkez
kisimlarinda bulunmaktadir. Endoplazmik retikulum c¢ekirdek zarinin devaminda
yer almaktadir. Ribozomlar ise c¢ekirdek zarinin dis kismina bagli haldedir.
Cekirdegin sekli oval ya da girintilidir ve ¢apinin boyutlari 6 ile 12 ym arasinda

degismektedir.

Cesitli uyarilar ile makrofajlar aktif hale gectiginde yapisinda ¢esitli degisiklikler
meydana gelir. Makrofaj sitoplazmasinda bol miktarda serbest ribozom bulunmaya
baglar. Mitokondriyonlar normal durumdakinden daha kuguk ve daha ¢ok sayida
gorulurler. Buna ek olarak normale gére daha fazla miktarda krista icerirler. Aktif
makrofajlarda hidrolitik enzimler agisindan zengin olan lizozomlar da sitoplazmada
yer almaya baslar. [14] Bunlara ek olarak aktif makrofajlarda bakterileri olduricu
etki gosteren bir ¢ok madde bulunur. Bunlar; toksik oksijen urunleri olan
peroksitler, nitrik oksitler, stperoksitler, antimikrobial peptitler olan defensinler,

katyonik proteinler ve lizozim ve asit hidrolaz enzimleridir. [16]
2.1.3. Makrofajlarin viicutta bulundugu yerler

Makrofajlar vicutta birgok dokuda yer almaktadirlar. Doku makrofajlari fagositoz
yapma ve hidcre igine aldiklari maddeleri pargalama 6zellikleri sayesinde
bulunduklari dokunun homeostazisinin saglanmasinda, yash ve zarar gormus
hdcrelerin temizlenmesinde ve inflamasyondan sonra doku yenilenmesinde ve

tamir edilmesinde gorev alirlar. [17] Makrofajlar hicre yuzey reseptorlerindeki



farklihklar, bulunduklar farkli dokular ve bu dokulardaki yerlesim yerleri nedeniyle

birgcok degisik isimle tanimlanmaktadirlar.

Dalak, lenf nodu, kemik iligi ve timus gibi lenfoid organlardaki makrofajlar bu
dokularin hangi kisimlarinda bulunduklarina gére isimlendiriimislerdir. Ornegin,
dalakta yerlesen makrofajlar kirmizi pulpa, marjinal zon, marjinal zon metallofilik
ve “tingible body” makrofajlari olarak isimlendirilirler. Timusdakiler subkapsduler,

korteks, kortiko-medullar ve medullar makrofajlar olarak adlandirilirlar.

Lenfoid dokular disindaki dokularda yerlesen makrofajlar ise bulundugu dokuya
gore isim almaktadirlar. Karacigerdeki sintzoidlerde bulunan makrofajlar “kupfer
hdcreleri’, akcigerde alveolar hava bogsluklarindakiler “alveolar makrofajlar”,
alveolar interstitiumlardakiler “interstitial makrofajlar’, deridekiler “dermal
makrofajlar’, bagirsaktakiler “lamina propria” ve “serozal makrofajlar” olarak
adlandiriimaktadirlar. [2] Bunlarin yani sira merkezi sinir sisteminde bulunan
makrofajlara “mikroglia”, kemik iliginde bulunanlara ise “osteoklast” denilmektedir.
[18][19]

Kadin genital sisteminde de makrofajlar onemli rollere sahiptirler. Makrofajlar
uterusta endometriyal stroma ve myometriyal bag doku ig¢inde bulunurlar.
Endometriyumdaki makrofajlarin  (CD68) sayisi menstrual dongii sirasinda
proliferatif fazdan menstruasyon fazina dogru giderek artar. Bunun yani sira
anormal uterin kanamasi olan kadinlarin endometriyum dokusunda da
makrofajlarin sayisinin normale gore arttigi gézlenmistir. Bu hucreler doku iginde
daginik halde bulunmalarina ragmen endometriyal bezlerin gevresinde birikmig
halde de yerlesebilirler. Endometriyal makrofajlarin birgok alt tipi vardir ve bunlar

fenotipik olarak farkhliklar géstermektedirler. [20]
2.2. Makrofajlarin immun sistemdeki gorevleri
2.2.1. Fagositoz

Makrofajlar ¢ok etkin bir bicimde fagositoz yapma 6zelligine sahip hicrelerdir. Tek
bir seferde hicre ylzey alaninin  %50’si kadar buyuklUkteki partikulleri fagosite
edebilirler. [21] Bu o6zellikleriyle antijenlerin, enfeksiyon ajanlarinin, yaglanmig
hdcrelerin  ve apoptozise ugramis hucrelerin  makrofaj icine alinip
parcalanmasinda, dokularin yenilenmesinde, immun cevabin olusturulmasinda,

antijen sunumunda ve inflamasyon olayinda gorev alirlar.  Hicre igine alinacak
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molekuller makrofajlarin hicre zarlarindaki ¢esitli reseptorlerin apoptotik ya da
yaslanmis hucrelerde ve patojen organizmalarda bulunan ligandlarini tanimasi ile
gerceklesir. Makrofajlarin hlcre zarinda bulunan bazi reseptorler mayalarin,
bakterilerin ve virUslerin fagositozunda goérev yaparlar. [22] Bir ¢ok patojene ait
molekullerin taninmasinda makrofaj hicre zarindaki Toll-benzeri reseptér ( Toll-
like receptor = TLR ) proteinleri rol oynar. Mantarlarin duvarinda bulunan zimozan
molekulleri TLR2 / TLR6 kompleksi tarafindan taninir. TLR4, gram negatif
bakterilerin hlcre duvarinda bulunan lipopolisakkaritleri (LPS) ve TLR2 gram
pozitif bakterilerin hiicre duvarinda bulunan teikoik asitleri tanir. VirUslerin ve
bakterilerin nukleik asitleri de makrofajlarin zarindaki TLR’lerin ligandlaridir. TLR3,
bazi virUslerin genetik materyali olan ¢ift zincirli RNA'ya, TLR7 ve TBR8 tek zincirli
RNA'’ ya, TLR9 ise bakteriyel DNA’daki metillenmemis CpG sekanslarina baglanir.
[23] TLR’lerin disinda mayalarin hiucre duvarindaki mannan molekulleri Mannoz
Reseptorleri, B-glukan molekulleri de Dektin-1 reseptorleri tarafindan taninir.
[24][25]

Makrofajlar patojen organizmalarin yani sira apoptotik hicreleri ve timor
hicrelerini de tanima ve bu hicreleri de fagosite etme 6zelligine sahiptirler.
Makrofajlarin htcre zarlarinda bulunan CD14 reseptorleri apoptotik hucrelerin

taninmasinda rol oynar. [26]
2.2.2. Antijen sunumu

Makrofajlar insan vicuduna giren mikroorganizmalari fagosite ederek hicre
icindeki lizozomlarda pargalarlar. Bu organizmalardan elde ettikleri protein
yapisindaki antijenleri de T hicrelerine sunarlar. Bu nedenle makrofajlara “Antijen
sunucu hucreler” adi verilmektedir. Makrofajlarin yani sira dendritik hicreler ve B

hucreleri de antijen sunucu hucreler olarak gorev yapmaktadirlar.

Antijen sunumu major histokompatibilite kompleksi ( Major histocompatibility
complex = MHC ) adi verilen molekuller tarafindan gergeklestirilir. Bu molekdller
MHC | ve MHC Il olmak Uzere iki gruba ayrililar. Bu farklihk MHC molekullerinin
yapisal olarak farklilik géstermesinden kaynaklanmaktadir ve birbirinden farkl
genler tarafindan kodlanmaktadirlar. insanlarda hiicre yiizeyinde yer alan MCH |
molekulleri HLA-A, HLA-B ve HLA-C olmak uzere Ug farkh gen tarafindan kodlanir.
MHC Il molekdilleri ise HLA-DP, HLA-DQ ve HLA-DR adi verilen genler tarafindan



kodlanir. [27] Makrofajlarda antijen sunumunu hicre ylzeylerinde yer alan bu
kompleman sistemi molekulleri araciligiyla gerceklestirirler. Makrofajlarda antijen
sunumu i¢in hem MHC | hem de MHC Il kompleman sistemleri yer almaktadir.
[21]

MHC | ve MHC Il molekdulleri farkli antijenlerin sunumunda goérev yaparlar.
Bu antijenler endojen veya ekzojen olmak Uzere iki gruba ayrilmigtir. Hicre
disindan fagositoz yoluyla makrofaj sitoplazmasina alinan bakteri ya da virls
proteinleri gibi ekzojen antijenler makrofajlar tarafindan sentezlenen MHC I

molekulleri araciligiyla T hicrelerine sunulur.

Fagositoz yoluyla makrofaj icine alinan patojenlere ait molekuller, asidik
icerige sahip veziklller igerisindeki proteazlar tarafindan pargalanirlar. MHC I
molekulintn alt birimleri makrofajlarin granuler endoplazmik retikulumlarindaki
ribozomlar tarafindan Uretilir ve burada birlestikten sonra golgi cisimcigine
verilirler. Golgi cisimciginden makrofaj sitoplazmasina gonderilen ve icerisinde
MHC Il molekulinu bulunduran vezikul, antijenleri igerisinde barindiran fagositik
vezikulle birlegir. Olusan bu yeni vezikulin i¢indeki katalizor peptitler araciligla
MHC Il — antijen kompleksi olusur. Bu kompleks makrofaj zarina goénderilir ve
burada CD4" T hicreleri ile baglanti kurulur. Bu sekilde antijen sunumu

gerceklesmis olur. [27][28]

Bir patojenle enfekte olan hucrelerdeki endojen antijenler ise MHC | molekulleri
tarafindan T hiicrelerine sunulur. Ornegin; konakgiya ait bir hiicre viriis ile enfekte
oldugunda, virise ait proteinler bu hucrenin sitoplazmasinda sentezlenmeye
baglar. Endojen antijen olan bu viral proteinler hicre sitoplazmasindaki proteazlar
tarafindan pargalanir. 8-15 amino asit uzunlugundaki peptitler tagsiyici molekdiller
aracigiyla endoplazmik retikuluma tasinirlar. Endoplazmik retikuluma gelen bu
antijenler burada sentezlenmis olan MHC | molekulleriyle birlegirler. Golgi
cisimciginden gecen MHC | — antijen kompleksi hicre zarina tasinir. Boylece
antijenler CD8" T hicrelerine sunulmus olur. Endojen antijenlerin sunumu da

makrofajlar tarafindan bu mekanizmayla gerceklestirilir. [27]



2.3. Makrofaj- demir iligkisi
2.3.1. insan viicuduna demir alimi ve kullanildig yerler

Demir atom numarasi 26 olan, “Fe” simgesiyle gosterilen, insan vicudunda birgok
biyomolekullin yapisina katilan 6nemli bir iz elementtir. Saglikli bir insanin
vucudunda yaklasik 3-5 gr demir bulunmaktadir. Bu miktarin yaklasik %65’lik
kismini eritrositlerdeki hemoglobin proteinlerinin  yapisinda bulunan demir
olusturur. Demirin %15-25’i hucrelerdeki ferritin ve hemosiderin molekdulleri
tarafindan depo edilir. Geriye kalan kisim ise kaslardaki miyoglobinde,

mitokondrilerdeki sitokromlarda ve ¢esitli enzimlerin yapisinda yer alir.

Saglikli insanlarda intestinal sistemden gunluk yaklasik 1 mg demir emilimi
gerceklesir. Bu miktar besinlerle alinan demirin %10’luk kismini olusturur.
[5]Diyetle alinan demir hemoglobinin yapisindaki heme-bagimh olan ya da hem-
bagimli olmayan demir olarak iki gruba ayrilir. Hem-bagimli demir intestinal
sistemden hem-bagimh olmayan demire gore daha etkin bir bigimde emilir. Bu iki
cesit demir kaynagi bagirsak hucreleri icine farkli mekanizmalarla alinir. Hem
molekull bagdirsaktaki mukozal hicrelere bu hucrelerin  mikrovilluslarindan
endositoz araciligiyla girer ve demir hidcre igindeki hem oksijenaz enzimleri
tarafindan serbest hale getirilir. Hem-bagdimli olmayan demir ise enterosit adi
verilen bagdirsak hiicrelerine Fe*? formunda bu hiicrelerin plazma zarinda bulunan *
Divalent Metal Tasiyici 1 (Divalent Metal Transporter 1 = DMT1) ” protein
aracihgiyla alinir. [29] Demirin bir kismi enterosit sitoplazmasi igindeki demiri
baglayan ferritin proteini tarafindan depo edilir. Depo edilmeyen demir ise
bazolateral membrandaki ferroportin proteini araciliiyla bad dokudaki kan
damarlarina verilir. Kan plazmasina verilen demir sirkile edilen kan igindeki
transferrin proteinine baglanarak gerekli dokulara tasinir ve bu dokularda
kullanilir. [30]

Ancak gunluk diyetle alinan demir miktari kemik iliginden yeni eritrositlerin sentezi,
yapisinda demir bulunan biyomolekullerin Uretilmesi, c¢esitli enzimlerin ve
sitokromlarin yapimi gibi faaliyetler icin yeterli degildir. Bu nedenle farkh islevlerde
kullanilan demirin vicut i¢inde c¢esitli yollarla geri donusturulmesi gerekir.
Makrofajlar demirin vdcutta geri donustirilmesinde 6nemli gorevlere sahip

hicrelerdir.



2.3.2. Makrofajlardan demir geri donusiimiinde rol oynayan molekiiller
2.3.2.1. Transferrin

Kan plazmasinda bulunan transferrin molekulli 679 amino asit igeren, yaklasik 79
kD agirhginda bir glikoproteindir. [31] Serum transferrininin buyuk bir kismi
karacigerdeki hepatositler tarafindan sentezlenir. Ancak karaciger hucreleri yani
sira sertoli hlcrelerinde, kas hucrelerinde, beyin hlcrelerinde ve akcigerlerdeki
makrofaj ve lenfositlerde de transferrin Uretilmektedir. [32] Bu dokularda Uretilmis

olan transferrin proteinleri islevini yerine getirmek Uzere kan damarlarina verilirler.

Transferrin proteini demirin gerekli dokulara tagsinmasinda gorev yapmaktadir. Bu
proteinin amino ve karboksil terminal uglarinda iki adet hidrofilik metal baglayici
bélgeler bulunur. Bu bélgelerin her birine bir adet Fe*® iyonu baglanir ve iki adet
demir atomu transferrine tutunmus olur. Demirin transferrine baglanmasi ortamin
pH’ina baglidir. Ortam pH’inin 7.4 oldugu durumlarda demir transferrine en ylksek
kapasiteyle baglanirken, pH: 4.5 ve altinda oldugu durumlarda baglanma
gbzlenmez. Demirin transferrine baglanmasiyla serbest halde toksik 6zellik
gosteren Fe™ iyonu, transferrine bagli olarak zararsiz bir formda kan

plazmasindan demirin gerekli oldugu hucrelere taginir. [31][16]

2.3.2.2. Transferrin Reseptorii

Transferrin reseptdorl makrofaj hucre zarinda yer alan ve 90 kD molekuler
agirhktaki iki homodimerden olusan transmembran bir glikoproteindir. Hucre
disinda kalan boélge C terminal, hicre iginde kalan bdlge ise N terminal olarak
adlandirilir. Fe™ iyonu tasiyan transferrin proteini transferrin reseptoriiniin
ligandidir. Bu reseptdrun hiacre disindaki C terminal ucu transferrini kendisine
baglamakla gorevlidir. Herbir transferrin reseptorine iki adet transferrin
baglanabilir ve boylece “transferrin — transferrin reseptdort kompleksi” olusur.
Transferrin reseptoérinin makrofaj sitoplazmasinda bulunan N teminal bodlgesi ise
cesitli sinyallerle fosforilasyona ugrayarak, olusan bu kompleksin hlcre igine
alinmasinda duzenleyici rol oynar. [16][33] Olusan kompleks endositoz yoluyla
iceri alinir. Endozomlar icindeki dusuk pH, transferrine bagli olan demirin bu
proteinden ayrilmasini saglayarak serbest kalmasina neden olur. Transferrin —
transferrin reseptdérl  kompleksi yeniden kullanilmak Gzere hicre zarina

gonderilirken, endozom iginde serbest kalan demir iyonlari da sitoplazmaya verilir.
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[34] Sitoplazmaya verilen demir ya metabolik aktiviteler i¢in kullanilir ya da toksik
etkisinin ortadan kaldirilmasi igin ¢esitli molekulllere baglanarak depo edilir ve

toksik olmayan formda tutulur.

2.3.2.3. Laktoferrin

Laktoferrin 80kDa molekuler agirlikta, 703 aminoasit igeren tek bir polipeptit
zincirinden olusan transferrin ailesine ait bir glikoproteindir. Bu protein mukozal
epitel hicrelerden salgilanir ve gézyasi, vajinal sekresyon, semen, gastrointestinal
sivilar, kan plazmasi ve 6zellikle anne sutu gibi bir ¢ok vicut sivisinda bulunur.
Bunlarin disinda laktoferrin proteinleri nétrofil grandllerinin iginde bulunmaktadir ve
bu grandiller igindeki laktoferrin kan plazmasindaki laktoferrinin ana kaynagi olarak
gorev yapar. Laktoferrin dzellikle Fe* iyonlarina yiiksek afiniteyle baglanirken Al*3,
Ga*®, Mn*3, Co*® Cu*™® Zn* iyonlarina da daha disiik bir afiniteyle baglanma
Ozelligine sahiptir. Vicutta laktoferrin proteinin laktoferrin-a, laktoferrin-p ve
laktoferrin- y olmak Uzere u¢ farkli isoformu bulunur. Bu formlardan sadece
laktoferrin-a demire baglanabilirken, diger iki form ribonukleaz aktivitesi gosterir.
Her laktoferrin proteini iki adet demir baglayabilme kapasitesine sahiptir. Makrofaj
zarindaki reseptoérler demir baglamis olan laktoferrine baglanir ve reseptér aracili
endositoz yoluyla laktoferrin makrofaj sitoplazmasina alinir. Laktoferrine bagli

olarak i¢eri alinan demir depolanmak Uzere ferritin proteinine aktarilr. [35][36]
2.3.2.4. Ferritin

Ferritin, hayvanlarda ve bitkilerde bulunan hicre igi bir biyomolekuldur. Hucre igin
zararl etkilere sahip, reaktif radikallerin olusmasina neden olan serbest demirin
depolanarak etkisiz hale getiriimesinde goérev alir. Bir ferritin molekulinde 4500
tane demir atomu depolanabilir. Ferritin hicrede sitoplazmada serbest halde,

mitokondriyonlarda, ¢ekirdekte ve lizozomlarda bulunabilir. [37]

Ferritin molekUlU yapisal olarak demir atomlari ve bunlari distan saran bir protein
kiliftan olusur. Demir atomlarini saran protein kismi “apoferritin” olarak adlandirilir.
Apoferritin ¢gogunlukla asidik aminoasitler ve apolar gruplar igerirken, disulfid
kopruleri bakimindan yoksundur. Bu protein kismi, yaklasik 20.000 Da molekuler
agiriga sahip 24 tane polipeptit zinciri alt biriminden olusur. [38] insanlarda esas
olarak H (High) ve L (Low) olmak tzere farkli buytkliklere sahip iki ¢esit alt birim

bulunur. Apoferritin Gzerinde metal baglama 6zelligi gosteren birgok bdlge vardir.
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Fe*? iyonu bu metal baglayici bdlgelere bagdlanir. Ancak demirin ferritin tarafindan

*2nin Fe** haline donistirilmesi gerekir. Bu doniisiim bir

depolanabilmesi igin Fe
oksidasyon tepkimesi ile gerceklesir. Apoferritinin yapisindaki H tipi alt birimler
ferroksidaz ozellikleriyle bu oksidasyon islemini katalizliemekle gérevlidir. L tipi alt
birimler ise apoferritin proteininde demirin depolandidi merkez kisminin yapisini
dizenlemede gorev alirlar. Farkh hdcrelerdeki ferritin molekulleri bu alt birimlerin
icerigi bakimindan farklilik gdsterebilir. Ornegin, retikiloendotelyal sistemdeki
makrofajlar ve diger makrofaj benzeri hicrelerdeki ferritin molekuilleri daha fazla

demir depolamak amaciyla daha fazla L tipi alt birimler icermektedirler. [37]

Ferritin biyomolekulleri bulundugu hucrelerin sitoplazmasi igerisinde kuguk daginik
granuller halinde bulunurlar ve hucrelerde demir depolama isleminde esas protein

olarak gorev yaparlar. [5]
2.3.2.5. Hemosiderin

Hucrelerde yikim olaylariyla agiga ¢ikan demir iyonlarinin depolanmasinda ferritin
proteininin yani sira hemosiderin molekilleri de gorev yapmaktadir. Ferritinin
hdcre iginde fazla bulundugu durumlarda, ferritin proteinleri lizozomlar tarafindan
parcalanir. Bu pargalanan ferritin proteinleri de hemosiderin biyomolekullerini
meydana getirir. [39] [40] Ferritin proteini demiri ferrik formda depolarken
hemosiderin molekulleri demiri ferrik oksit ya da ferrik hidroksit formlarinda
depolamaktadir. [41] Ferritine bagh olarak depolanan demir tekrar kullaniimak
Uzere uygun formda bulunurken, hemosiderin icinde depolanan demir vicuda geri

donustuarulebilecek formda degildir. [38]

Hucrelerde esas olarak ferritin demir depolama gorevini yerine getirir. Ancak bazi
hastaliklarin varliginda hemosiderin ve ferritin molekullerinin  hucrelerdeki
seviyelerinde degisiklik gbzlenir. Vucutta demirin asiri olarak bulunmasina neden
olan bazi hastaliklarda hucrelerdeki ferritin seviyesi duger ve daha fazla demir
depolama kapasitesine sahip olan hemosiderin baskin form olarak goérular. [5]
Elektron mikroskobu ile yapilan calismalarda, hemosiderin biyomolekullerinin
sitoplazma igerisinde yogun, kristal seklindeki granuller halinde bulundugu

gOsterilmistir. [42]
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2.3.2.6. Demir duzenleyici protein 1 ve 2

Demir duzenleyici protein 1 (lron regulatory protein 1 = IRP2 ) ve Demir
dizenleyici protein 2 (lron regulatory protein 2 = IRP 2 ) demir metabolizmasini
dizenleyen oOnemli sitoplazmik proteinlerdir. Bu proteinler hicrelere demir
alinmasinda rol oynayan Transferrin reseptoru ve hicrede demir depolanmasini

saglayan ferritin proteininin sentezinin diizenlenmesinde rol oynarlar.

IRP’ ler bu iki proteinin sentezlenmesini zit yonlerde etkilemektedirler. Hucrede
demir seviyesi azaldiginda, IRP1 ve IRP2 biyomolekulleri Transferrin reseptori ve
ferritin mRNA’larindaki Demir cevap elementi (Iron responsive element = IRE) adi
verilen bolgelere baglanirlar. Bu baglanmayla birlikte ferritin sentezi azalirken,
transferrin reseptériinin sentezi sabit tutulur. Boylece ferritin seviyesinin
azalmasiyla hucre i¢ine alinan demirin depolanmasi da azaltilmis olur ve demir
gerekli metabolik faaliyetler icin kullanilabilir. Bu durumun aksine huicre igindeki
demir miktari arttiginda ise IRP1 ve IRP2'nin ferritin ve transferrin reseptérine ait
mRNA’lar Gzerindeki IRE bodlgelerine baglanma afiniteleri azalir. Bu sekilde de
ferritin proteinin sentezi artarken, transferrin reseptorunin sentezi azalir. Bdylece
de hucre sitoplazmasi igine alinan demir azaltiimig, sitoplazmada biriken demir ise
toksik etki gostermemesi igin sentezi artan ferritin proteinleri tarafindan depo
edilmis olur. [43][44] (Sekil 2.2)
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Sekil 2. 2: Ferritin proteini ve transferrin reseptori sentezinin makrofaj
sitoplazmasindaki demir miktarina gére IRP biyomolekulleri tarafindan
dizenlenmesi I) Makrofaj sitoplazmasi iginde demir eksikligi gorilmesi durumunda
ferritin proteini ve transferrin reseptdrt sentezi Il) Makrofaj sitoplazmasi igindeki
demirin fazla miktarda oldugu durumda ferritin proteini ve transferrin reseptoéri

sentezi

2.3.2.7. NRAMP-1 ve DMT-1/NRAMP-2

Nramp (Natural resistance-associated macrophage protein) ailesi ¢esitli iyonlarin
transportunda goérev alan biyomolekdllerdir. Bu protein ailesi Nramp-1 ve DMT-
1(Divalent metal tagiyici-1) / NRAMP-2 olmak Uzere iki ¢esit proteinden meydana
gelmektedir. [45]

DMT-1 90-100 kDa molekuler agirhginda, 12 membran kivrimi igeren
transmembran bir glikoproteindir. insan viicudunda Fe*?, Mn*?, Zn*?, Cd*? gibi +2
yuklu iyonlarin tasinmasinda gorev yapar ve hemen hemen her hucre tipinde yer

alir. En ¢ok goruldugu yerler beyin, bagirsak, bobrek, kemik iligi ve retikulositlerdir.
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Yaklagik olarak pH:6 gibi dusik pH seviyelerinde iglevlerini yerine getirirler.
[46][47]

DMT-1, intestinal ve retikiloendotelyal sistemde Onemli rollere sahiptir. Bu
proteinler intestinal sistemdeki enterositlerin apikal membraninda bulunurlar.
Diyetle vucuda alinan demirin bagirsak hucrelerinin i¢ine tasinmasinda gorev
yaparlar. ikinci olarak bu proteinler makrofajlar icindeki fagozomlarda yer
almaktadirlar. Fagozomlarin zarinda yer alan DMT-1 biyomolekulleri, fagozomlar
icindeki eritrositlerin parcalanmasiyla elde edilen ya da Transferrin reseptor
araciligi ile igeri alinan demirin makrofaj sitoplazmasina verilmesinde rol oynarlar.
[48]

2.3.2.8. Ferroportin

insanlarda bulunan ferroportin proteinleri 571 amino asitten olusmaktadir. Bu
proteinler bulundugu hucrelerin plazma zarinda yer alan transmembran 6zellikteki
proteinlerdir. Amino (N) ve karboksil (C) terminal uglari sitoplazma icinde yer alir
ve 12 adet transmembran kivrim igerirler. [49] Plasental hucrelerde,
hepatositlerde, karaciger, dalak ve kemik iligindeki makrofajlarda ve duodenal
enterositlerde ylUksek miktarda bulunurlar. [50][51] Ferroportin, bulundugu
hdcrenin sitoplazmasindaki demirin, ihtiyagc durumunda sitoplazma i¢erisinden kan

plazmasina verilmesinde gorev yapar.

Hucrelerde bulunan ferroportin proteini miktari karacigerden salgilanan hepsidin
hormonu tarafindan duzenlenir. Hepsidin hormonu, ferroportin proteininin
transmembran kivrimlarinin Uzerinde, hdcre zarinin dig kisminda  bulunan
“hepsidin baglanma bolgesi” ile baglanti kurarak ferroportin proteininin dizeyinin

ayarlanmasini saglar. [52]
2.3.2.9. Hepsidin

Hepsidin karacigerde sentezlenen, sistein amino asitleri agisindan zengin 25
amino asitten olusan ve 4 adet disulfit bagi iceren bir hormondur. Bu hormon
intestinal sistemden emilen, makrofajlar tarafindan geri donustirdlen ve
hepatositlerde depo edilen demirin kan plazmasina verilmesini kontrol ederek

demir metabolizmasinda ¢ok énemli bir dizenleyici olarak gorev yapar. [53]

Hepsidin hormonu hdcrelerin  zarinda yer alan ve demirin hucre digina

tasinmasinda rol oynayan ferroportin proteinine baglanir. Bu baglanma ile birlikte
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ferroportin endositoz yoluyla hicre i¢ine alinarak lizozomlar iginde pargalanir.
Sentezlenen hepsidin proteininin miktari kan plazmasindaki demiri dengede
tutacak sekilde ayarlanir. Vicuda intestinal sistemden fazla miktarda demir
alinmasinin ardindan ya da inflamasyon durumunda, kan plazmasindaki hepsidin
dizeyi artar. Kan plazmasinda hepsidin dizeyinin fazla oldugu bu durumlarda
hdcrelerde bulunan ferroportin miktari azalir ve demir bulundugu hicrelerden kana
verilemez. Anemi ve hipoksi durumlarinda ise sentezlenen hepsidin duzeyi azalir.
Hepsidin dizeyinin azaldigi bu durumlarda da hicrelerdeki ferroportin yikimi durur
ve kan plazmasina salinan demir miktarinda artis gozlenir. Bu mekanizmayla kan

plazmasinda bulunan demir miktari dengede tutulmus olur. [54][55] (Sekil 2.3)
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Sekil 2. 3: Makrofajlardan demir saliniminin hepsidin hormonu tarafindan
dizenlenmesi
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2.3.3. Makrofajlara demirin alinma yollari

Makrofajlar demirin vlcut icindeki geri dontdsimunde onemli roller Ustlenmiglerdir.
Demirin geri donUgsturilebilmesi icin dncelikle makrofajlarin igine alinmasi gerekir.

Demirin makrofajlar igine alinmasi ¢esitli yollarla gerceklesir.

Makrofajlara demir alimi blyuk oranda eritrositlerin fagositozuyla (eritrofagositozis)
gerceklegir. Eritrositlerin  émri yaklasik 120 gundur ve vyaslandikgca hicre
zarlarindaki biyomolekiillerde c¢esitli degisiklikler meydana gelir. Makrofajlar
yaslanmis ve hucre zarlarinda degisiklikler meydana gelmis eritrositleri bu
degisiklikler sayesinde tanir ve endositoz mekanizmasiyla sitoplazma igine alirlar.
[56] Makrofajlar icindeki fagolizozomlarda hidrolitik enzimler araciliiyla eritrositler
parcalanir ve hemoglobin agiga ¢ikarilir. Hemoglobin de yine fagolizozom iginde
parcalanir ve hem proteini serbest kalir. Hem oksijenaz enzimleri hem proteinini
pargalayarak biliverdin, karbon monoksit ve Fe*? bilesenlerine ayirir. [57] Boylece

hemoglobin i¢cindeki demir agiga ¢ikariimig olur.

Eritrosit yikiminin %10-20’ lik kismi damar iginde meydana gelir ve bunun
sonucunda da eritrositlerin icindeki hemoglobin kan plazmasinda serbest kalir.
Kan plazmasinda bulunan haptoglobin proteini bu serbest hemoglobinlere
baglanarak hemoglobin - haptoglobin kompleksini olusturur. [58] Karaciger, kemik
iligi, dalak ve lenf nodlarindaki makrofajlarin zarinda bulunan CD163 reseptorleri
bu kompleksi taniyarak reseptor aracili endositoz yoluyla makrofaj icine alinmasini
saglar. [59][60] Endositozun ardindan lizozomlardaki proteolitik enzimler araciligi
ile hemoglobin ve haptoglobin birbirinden ayrilir. Ayni zamanda hemoglobin
proteini tek basina da CD163 reseptorine baglanabilir. [60] Ancak bu baglanma

hemoglobin-haptoglobin kompleksine gore daha zayif bir afiniteyle gerceklegir.

Buna benzer sekilde hemopeksin proteini kan plazmasinda serbest halde bulunan
hem biyomolekulini tanir ve bdylece hemopeksin-hem kompleksi olusur. Bu
kompleks de karaciger, dalak ve kemik iligindeki makrofajlarin zarinda bulunan
CD91 reseptoru tarafindan taninarak endositozla igeri alinir. Bu iki yolla makrofaj
icine alinan “hemoglobin-haptoglobin” ve “hemopeksin-hem” komplekslerinin
parcalanmasiyla hem serbest hale gelir. Daha sonra hem biyomolekuli de hem

oksijenaz enzimi tarafindan Fe, bilirubin ve karbonmonoksite pargalanir. [61]
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Kan plazmasindaki +3 degerlikli (Fe*™) serbest ferrik demir yine kan plazmasi
icinde bulunan transferrin proteinine baglanir ve “Fe*™® — transferrin kompleksi”
olusur. Bu kompleks endotel hucrelerinden damar disina ¢ikarak bag dokudaki
makrofajlara iletilir. Uzerine Fe*™ bagli olan transferrin proteini makrofaj zarindaki
Transferrin reseptoérine baglanir ve reseptdr aracili endositoz yoluyla sitoplazma
icine alinir. Endozom igindeki transferrin ve transferrin reseptdri makrofaj zarina
geri gonderilir. Demir ise DMT1 proteini araciligiyla endozom zarindan gegirilerek

makrofaj sitoplazmasinda serbest kalir. [62][63] (Sekil 2.4)
2.3.4. Makrofajlarda demirin depolanmasi

insan viicudunda demir depolamakla gérevli olan asil hiicreler dalak, karaciger ve
kemik iligindeki retikiloendotelyal sistem hucreleridir. Ancak yapilan ¢aligmalarda
baska dokulardaki makrofajlarin da demir depo edebildigi gosterilmistir. Demir
makrofaj igine ¢esitli yollarla alindiktan sonra bazi metabolik islemler sonucunda
sitoplazmada serbest hale gecer. Bu serbest haldeki demir hlcre igin zararli
reaksiyonlara neden olup hicre hasarina yol agcacagindan dolayi toksik olmayan
form haline getirilmesi gerekir. Makrofaj sitoplazmasindaki ferritin molekull ihtiyag
fazlasi olan demirin depolanmasinda rol oynar. Ferritin molekuli demire baglanir
ve demir Fe** formunda depo edilir. [37] Ferritinin yani sira hemosiderin molekiilii
de demir depolama igleminde gérev alir. [40] Ozellikle demirin makrofaj icinde agiri
bollukta bulundugu durumlarda, daha ¢ok demir depolama kapasitesine sahip olan

hemosiderin demirin depolanmasinda rol oynar. (Sekil 2.4)
2.3.5. Makrofajlardan demir salinimi

Makrofaj sitoplazmasinda depo edilen demir vicuttaki demir ihtiyacina gére kan
plazmasina verilir. Demir makrofajin hicre zarindan direkt olarak gecemez ve bu
transferrin gerceklesmesinde makrofaj zarinda yerlesmis olan ferroportin 1
proteini gorev yapar. Ferroportin 1 makrofaj sitoplazmasindaki demirin hlcre

digina verilmesini saglar. [64]

Makrofajlardan kan plazmasina verilecek olan demir miktari ise kan plazmasindaki
hepsidin hormonu ile kontrol altinda tutulur. Hepsidin proteini, kan plazmasina
demir salinimini inhibe edecek sekilde aktivite gosterir. Kan plazmasinda demir
miktarinin artmasiyla birlikte hepsidin hormonunun sentezi de artar. Kandaki

seviyesi artan hepsidin hormonu kan plazmasindaki fazla miktarda demir artigini
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inhibe eder ve demir kan plazmasinda belli bir miktarda tutulur. Kan plazmasindaki
demir miktar1 azaldiginda ise hepsidin hormonunun sentezi de azalarak

makrofajlardan kan plazmasina verilecek demir miktari da arttirihir. [53] (Sekil 2.4)
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Sekil 2. 4: Makrofajlarda demir déngusu

2.4. Demir metabolizmasi hastaliklari
2.4.1. Demir eksikligi hastaliklari

Vucutta demir eksikligi c¢esitli nedenlerle meydana gelir. Bunlarin basinda
beslenme ile yetersiz demir alimi, ¢olyak hastaligi, mide ya da bagirsak
ameliyatlari, by pass operasyonu, genitouriner, jinekolojik ve gastrointestinal

sistemlerden kronik kan kaybi1 gelmektedir [65].
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Demir eksikliginin belirtileri olarak yorgunluk, solgunluk, egzersiz yaparken
zorlanma ve is yapma performansinda duasus gorultr. Bunlarin yani sira demir
eksikliginin sinir sistemi Uzerine direkt olarak da etkisi ortaya ¢ikabilir. Bu durumda
cocuklarda zihinsel anormallikler gelisebilir. Yine gocuk ve erigkinlerde bir gok
besinsel olmayan maddelerin yenmesiyle karakterize olan “Pika” hastalig
gorulebilir. Hastalarda uzun sureli olarak devam eden demir eksikliklerinde ise bir
tirnak hastaligi olan “ kasik tirnak hastaligi (koilonigi) ” ve 6zofagusta gelisen
anormallikle birlikte yutma davranisinda gugliuk goérdlen “Plummer-Vinson

sendromu” gozlenebilir. [66]

insanlarda gdézlenen demir eksikligi anemi olarak adlandirilir ve anemi farkli
sekillerde ortaya cikabilir. Demir eksikligi anemisi, vucutta demirin genel olarak
yetersiz bulunmasiyla karakterizedir. Buyuk oranda demirin duodenal sistemden
yeterli miktarda emilememesiyle ve vucuttaki kronik ya da kronik olmayan
kanamalar nedeniyle gozlenir. [67] Diyetle alinan besin emiliminde bozukluk

gorulen ¢olyak hastaligi da demir eksikligi anemisine neden olmaktadir. [68]

Diger bir anemi cesidi ise kronik inflamasyon anemisidir. Kronik inflamasyon
anemisinde demir vucuda yeterli miktarlarda alinir. Ancak demirin
retikiloendotelyal sistem hucrelerine alinmasinin artmasiyla kan dolasimindaki
demir seviyesi duser ve retikliloendotelyal hicrelerdeki demir depolanmasi artar.
Kan dolasimindaki demirin azalmasiyla eritroid éncu hicrelerin demire ulagmasi
kisitlanir ve bu durumda yeni eritrositlerin sentezi de azalmis olur. [69]
inflamasyon durumunda salinan sitokinler gesitli mekanizmalarla kronik
inflamasyon anemisine neden olmaktadir. Interferon-y (IFN- y) ve patojen
organizmalarda bulunan LPS’ler, makrofajlar icine demir alimini saglayan DMT -1
biyomolekiillerinin ifadesini arttirir. Interlékin-10 (IL-10) da Transferrin reseptoér
aracili demir alimini arttirmaktadir. Bunun yani sira yine IFN- y ve LPS
makrofajlardan demir salinmasini saglayan ferroportin proteinlerinin ifadesini
azaltirlar.[70] Tumor nekroz faktor-a (TNF-a), IL-1, IL-6, ve IFN- y makrofajlar
icinde demirin depo edilmesinde rol oynayan ferritin proteininin sentezini uyarir.
[70][71] Bu sayede demirin makrofaj i¢ine girisi ve depolanmasi artarken salinimi
azalir. Ayni zamanda IL-1 ve TNF-a sitokinleri, eritrosit yapimini uyaran

eritropoietin hormonunun sentezinin de azalmasina neden olur. [67] Bdylece
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intestinal sistemden demir emiliminde bir bozukluk olmamakla birlikte kan

plazmasinda azalan demir konsantrasyonu aneminin ortaya ¢ikmasini saglar.

Anemiye sebep olan nedenler arasinda genetik mutasyonlar da bulunmaktadir.
Kan plazmasinda demirin ilgili dokulara taginmasini saglayan transferrin proteinini
kodlayan genlerde meydana gelen bir mutasyon sonucu genetik bir hastalik olan
“‘Atransferrinemi” gézlenebilir. Atransferrinemi gorilen hastalarda kan plazmasinda
transferrin eksikligi gérilmektedir. [72] Bu nedenle demir diger dokularla beraber
kemik iligine de ulasamaz ve yeni eritrositlerin yapiminda kullanilacak olan
hemoglobin Gretilemez. Bu sekilde hastalarda anemi ortaya gikar. Ancak bu durum

literaturde ¢ok nadir olarak kaydedilmistir.
2.4.2. Demir birikimi hastaliklari

Demir c¢esitli bozukluklar nedeniyle vacutta asirt  bir bicimde birikim
goOsterebilmektedir.  Demir  birikimiyle ile ilgili  hastaliklarin  tGmune
“‘hemokromatozis” adi verilmektedir. Hastalarda demirin 6zellikle karaciger, kalp ve
endokrin  dokularinda asiri  birikimiyle karacigerde siroz ve karsinom,
kardiyomiyopati ve diabet gibi hastaliklar gozlenir. [73] Hemokromatozis c¢esitli

nedenlerden dolayi ortaya ¢ikabilir.

Demirin  vucutta asirn sekilde biriktigi hastaliklarin  basinda “Herediter
hemokromatozis” gelmektedir. Herediter hemokromatozis otozomal resesif genetik
bir demir metabolizmasi hastaligidir. HFE geninde meydana gelen iki farkli tip
mutasyon bu hastaliga neden olmaktadir. HFE geni, normal durumlarda transferrin
reseptdrunu etkileyerek ligandi olan transferrrine baglanma kapasitesini azaltir.
Ancak bu gende meydana gelen mutasyon sonucu transferrin reseptoru
transferrine baglanma kapasitesini azaltamaz ve demirin intestinal hlcrelerden

asirt miktarda emilmesine neden olur. [74]

Hemokromatozisin bir diger nedeni ise hucrelerden demir saliniminda gorev yapan
ferroportin proteini geninde meydana gelen mutasyondur. Bu gende meydana
gelen mutasyon farkli fenotiplere sahiptir. Bu fenotiplerden birinde, ferroportin
geninde meydana gelen mutasyon sonucu normal olarak aktivite gosteren ve
hicre zarinda yerlesim gosteren ferroportin proteinleri sentezlenir. Ancak bu
proteinler aktivitelerini kisittamakla gorevli olan hepsidin proteini ile etkilesim

kuramazlar. Bunun sonucunda demir bulundugu hilcrelerden kan dolagsimina
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surekli olarak verilir. Kan dolasiminda demiri tagiyan transferrin proteinleri tasima
kapasitesini doldurur ve fazla demir hepatositlerde asiri bir sekilde birikim gosterir.
ikinci olarak mutasyon sonucu sentezlenen ferroportinler asil yerlesim yeri olan
hdcre zari yerine endoplazmik retikulumda yerlesim gosterir. Boylece de intestinal
hicreler ve makrofajlardan demir salinimi gergceklesemez ve hicre iginde agiri

miktarda demir birikimi gerceklesir. [50]

Hemokromatozisin baska bir c¢esidi ise “juvenil hemokromatozis” hastahgidir.
Otozomal resesif olan bu hastalik genellikle otuz yasindan 6nce baslar ve etkileri
diger hemokromatozis gesitlerine gére daha siddetli gozlenir. Makrofaj ve intestinal
hdcrelerden demir salinimini kontrol eden hepsidin hormonu geninde ya da bu
hormonun sentezini arttiran hemojuvelin biyomolekulini kodlayan gende
meydana gelen mutasyonlar sonucunda hepsidin sentezinde azalma goézlenir.[75]
Bu sekilde bu hlcrelerden gergeklesen demir salinimi kontrol altinda tutulamaz ve

surekli kan dolasimindaki transferrine demir aktarimi gercgeklesir.
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3. YONTEM VE GEREGLER

Calismamizda, Hacettepe Universitesi Tip Fakultesi Kadin Hastaliklari ve Dogum
Anabilim Dalr’'na rutin jinekolojik muayene igin gelen gebeligi olmayan 23- 81 yas
arasi 200 hasta degerlendiriimigtir. Hastalardan servikovajinal érnekler alinmadan
once; yas, gebelik ve dusuk sayisi, gecirdigi jinekolojik operasyonlar, son adet
tarihi, rahim ici ara¢ kullanimi, akinti, kasinti ve diger jinekolojik sikayetleri ile ilgili
bilgiler alinmigtir ve bilgisayara kaydedilmigtir. Hekim tarafindan hastalardan
alinan drnekler sitolojik inceleme i¢cin Papanicolaou (PAP) boyama metoduna goére
boyanmistir. Sitokimyasal inceleme igin ise Prussian Blue metodu kullaniimistir.
Tum degerler istatiksel analiz igin kaydedilmistir. Calismamizin istatistiksel
analizleri SPSS (Statistical Package of Social Sciences) paket 15.0 programindaki

Ki kare testi kullanilarak yapilmistir. Anlamlilik siniri p< 0.05 kabul edilmistir.
3.1. Orneklerin alinmasi

Hastalardan sitolojik ve sitokimyasal teknikleri uygulamak icin ayri ayri 6rnekler
alinmigtir.  Sitolojik inceleme i¢in hekim tarafindan servikal firga (cytobrush)
yardimiyla ektoserviks ve endoservikal kanaldan alinan ornekler lamlara tek yonla
olarak yayillmigtir. Her hasta igin iki yayma hazirlanmig bunlardan biri sitolojik
inceleme icin havada kurutulmadan %96’lik etil alkolde, ikincisi ise sitokimyasal

incelenme icin asetonda tespit edilmigtir.
3.2. Sitolojik Yontem

Sitolojik inceleme icin alinan yaymalar, %96’lik etil alkolde tespit edildikten sonra
Sitoloji Laboratuarinda rutin PAP boyama yontemine gére boyanmis ve binokuler
mikroskopta incelenmistir. incelemeler sirasinda x10, x40 ve x100 objektifler
kullaniimistir. Makrofajlar agisindan énemli oldugu belirlenen alanlar isaretlenerek
daha sonra fotograflari g¢ekilmistir. Fotograflari ¢ekmek Uzere “Leica” marka
trinokuler floresan atagmanl dijital mikroskobun x40 ve x100’lUk objektifleri

kullaniimistir.
Papanicolaou serisi

e 9%80'lik etil alkol
e  %70lik etil alkol
o  %50'lik etil alkol
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e Distile su

e Hemotoksilen
e Musluk suyu
e  %71lik asitli su
e Distile su

e Doymus lityum ¢ozeltisi
e Distile su

e  %50’lik alkol
e %70lik alkol
e  %80’lik alkol
e Orange G

e  %95'lik alkol
e  %95'lik alkol
e Eozin asit

e  %95lik alkol
e  %95lik alkol
e Alkol-ksilol

e Ksilol
3.3. Sitokimyasal yontem

Sitokimyasal inceleme igin alinan yaymalar asetonda tespit edilmistir. Prussian
Blue metodunu uygulamak igin gerekli solusyonlar hazirlanmistir. Kullanilan

solusyonun igerigi agsagida verilmistir.
Prussian Blue soliisyonu
e %20’ lik HCL cozeltisi
Konsantre HCL...................... 20 ml

Distile SU.....oovoeeiiiii . 80 ml

Potassium ferrocyanide........... 10 gr

Distile SU....coo i 100 ml
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iki solisyon boyama yapilmadan hemen 6nce esit miktarda karistiriimigtir.
Ornekler bu soliisyonda 30 dakika bekletilmistir. Ardindan distile su ile yikanmis,
hematoksilen ile zemin boyama yapilmistir. Daha sonra preparatlar entellan ile
kapatilip binokller mikroskopta incelenmistir. Bu yontem ile demir HCL tarafindan,
bagh oldugu ferritin proteininden ayrilarak serbest hale getirilmistir. Serbest hale
gecen Fe**, potasyum ferrosiyanid ile tepkimeye girmistir. Bunun sonucunda demir
yukli makrofajlar 1si1k mikroskobu altinda diffuz bir sekilde mavi renkte
gozlenmigtir. Demir depolamigs hemosiderin ise koyu mavi granuller halinde
g6zlenmistir. Makrofajlar agisindan énemli oldugu belirlenen alanlar isaretlenerek
daha sonra fotograflari ¢ekilmistir. Fotograflari ¢ekmek igin “Leica” marka

trinokuler floresan atagmanh dijital mikroskobun x100’lUk objektifleri kullaniimistir.
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4. SONUCLAR

Calismamizin amaci; servikal orneklerdeki makrofajlarin  demir ile iligkisini
incelemek ve makrofaj sitoplazmasinda depolanan demirin enfeksiyonlarla olan
ilgisini saptamaktir. ilk asamada; rutin kontrol amaciyla klinige bagvuran 23-81 yas
arasindaki 200 hastanin serviko-vajinal 6rnekleri PAP yontemi ile boyanip, sitolojik
olarak incelenmis ve bu yaymalarda makrofaj bulunup bulunmadigi saptanmistir.
Bu incelemeler sonucunda; 200 yaymanin 95inde (%47,5) makrofaj varligi
saptanmis ve bu hastalar c¢alisma kapsamina alinmigtir.  Makrofaj
sitoplazmasindaki demirin varligini gostermek icin ise bu 95 yayma Prussian Blue
yontemi ile sitokimyasal olarak boyanmis ve isik mikroskobik olarak incelenmigtir.
Bu incelemeler sonucunda da, galisma kapsamindaki 95 yaymanin 12’sinde
(%12,6) makrofajlarin demir igerigi bakimindan pozitif oldugu saptanmis ve bu 12
yayma c¢alisma grubu olarak kabul edilmigtir. Prussian Blue ile makrofajlarda
boyanma gozlenmeyen diger 83 (%87,4) yayma da kontrol grubu olarak alinmistir.

Ayrica elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmigtir.
4.1.Servikovajinal Orneklerin Sitolojik Yéntemle incelenmesi

Aragtirmamizda sitolojik incelemede rutin PAP boyasi ile boyanmis 200 yaymanin
95’inde (%47,5) saptanan makrofajlar incelenmis ve bu hicrelere ait bulgular
kaydedilmigtir. Yaymalarda g6zlenen makrofajlarin hiicresel detayina bakildiginda;
hemen hemen hepsinin sitoplazmasinin buyuk ve kuguk vakuolller igerdigi ve bu
vakuoller nedeniyle sitoplazmanin kdpukll gérinimde oldudu belirlenmistir. (Sekil
4.1, 4.2, 4.3) Bazi makrofajlarin vakuolleri icerisinde irili ufakh eozinofilik ya da
bazofilik renkte fagosite edilmis hlcresel artiklarin bulundugu goérulmustir. (Sekil
4.1, 4.3, 4.4) Fagosite edilmis bu yapilar detayh olarak incelendiginde bazilarinin
sitoplazma artigi bazilarinin ise butinuyle fagosite edilmis bir Polimorfonukleer
nikleer |6kosit (PMNL) oldugu saptanmistir. (Sekil 4.5) Bir makrofajin
sitoplazmasinda da kuguk bir vakuol i¢erisinde iki adet ddderlein basilinin fagosite
edildigi belirlenmistir. (Sekil 4.6) Bir diger ilging bulgu da makrofajlar icerisinde
fagosite edilmis olan kuguk piknotik c¢ekirdek parcgalari ve etrafinda az bir
sitoplazmasi olan yapilarin goézlenmesidir. Bu yapilarin ¢ok sayida oldugu ve
tamamen bir makrofajin sitoplazmasini doldurarak cekirdegi iyice kenara ittigi
saptanmistir. (Sekil 4.7) Makrofaj zarina bakildiginda ise disari dogru uzanmis

olan kisali uzunlu bir ¢ok pseudopod dikkati ¢ekmistir. (Sekil 4.8) Makrofaj
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cekirdeklerinin ise yuvarlak ya da iceri dogru bir girinti olusturarak bobrek seklini
aldig1 gézlenmistir (Sekil 4.1, 4.3, 4.4).

Yaymalarda go6zlenen diger énemli bir bulgu da makrofajlarin eritrositler ile olan
yakin iligkisidir. Makrofajlarin etrafinda gruplar halinde ¢ok bol eritrositlerin
bulundugu, baz eritrositlerin zariyla makrofaj zarinin birbirine gok yakin mesafede
oldugu, bazi bdlgelerde ise bu iki zarin adeta kaynastigi g6ézlenmistir (Sekil 4.1).
Hatta sekil 4.2’de goéruldigu gibi makrofaj zarindan etrafindaki eritrositlerin arasina
dogru uzamig ince bir uzanti dikkati ¢cekmistir. Sekil 4.8’de de makrofajin zarindan
eritrositlere dogru uzamis kalin ve kisa pseudopod’larin bulundugu gortlmustur.
Eritrosit zarlarinin pseudopod’larin sekline uygun olarak igeri dogru ¢okuntuler
olusturdugu belirlenmistir. Bir bagka alanda da bir eritrositin yarisinin yan yana
dizilmis makrofajlar arasinda oldugu, makrofajlardan birinin (M2) bu eritrosit
parcasina dogru iki pseudopod uzattigi gozlenmistir. Ayrica bu makrofajin
cekirdegine bitisik yuvarlak, eozinofilik renkte fagosite edilmis bir yapi dikkati
cekmistir (Sekil 4.3). Fagosite edilmis bu yapilarin yani sira makrofaj
sitoplazmasina alinmak Uzere ve makrofaj zarina adeta bitisik gibi gorulen
sitoplazma pargalari, PMNL’ler (Sekil 4.6) ve ciplak hucre g¢ekirdekleri
gozlenmigtir. (Sekil 4.4) Sadece bir yaymada ise c¢ok cekirdekli ve genis

sitoplazmasi olan bir “dev histiyosit” in varligi saptanmistir. (Sekil 4.9)

Makrofajlarin bulundugu 95 yaymanin 4’ande (%4,2) Candida’ya ait ¢ok sayida hif
ve blastosporlar goézlenmistir. Hif ve blastosporlarin Uzerinde vyerlestigi bazi
hicrelerin ¢ekirdeklerinin irilestigi dikkati ¢ekmistir (Sekil4.10). Yine 4 (%4,2)
yaymada da "Bakteriyel vajinozis (BV)" enfeksiyonuna rastlanmistir. Ancak hem
Candida hem de BV enfeksiyonu gdzlenen yaymalarda bulunan makrofajlarin
sitoplazmalarinda Prussian Blue yontemiyle boyanma goézlenmemistir. Bagka bir
yaymada ise apikal kisminda ¢ok sayida sillerin bulundugu endoservikal hicreler

gorulmustar (Sekil 4.11).

Hucresel atipi agisindan olgular incelendiginde ise; kontrol grubundaki Prussian
Blue ile makrofajlarda boyanma gbézlenmeyen yaymalarda genis sitoplazmali,
cekirdeklerinde irilesme ve hiperkromazi gozlenen, sitoplazma ile c¢ekirdek
arasinda genis bir sitoplazmik bogluk bulunan htcreler saptanmigtir (Sekil 4.12).
Bir diger hastanin yaymasinda ise ¢ekirdeklerde asiri irilesme ve hiperkromazi,

multintikleasyon ve ¢ok buyuk gekirdekgikler dikkati gekmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4. 1: icinde irili ufakh vakuolller (ok) igeren, g¢ekirdegi (C) bobrek seklinde
olan bir makrofaj gortilmektedir. Bu makrofajin etrafinda gruplar halinde eritrositler
yer almaktadir, Eritrositlerin bazilarinin hicre zarinin makrofaj zariyla adeta
kaynastigi (cift ok), bazilarinin ise kaynasmak Uzere oldugu (kalin ok)

gorilmektedir. (Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 2: Cekirdeginde kuglk bir girinti olusmus, sitoplazmasi kopuklu
goérinimde olan bir makrofaj zarindan etrafinda grup halinde dizilim gostermis
eritrositlere dogru uzanan ince bir pseudopod gorulmektedir (ok). (Papanicolaou,
x1000)
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Sekil 4. 3: Yanyana dizilim gostermis yuvarlak ¢ekirdekli, irili ufakli vakuoller iceren
dort makrofaj gorulmektedir (M1, M2, M3, M4). M1 ve M2 makrofaj zarlar
arasinda yarisi pargalanmis bir eritrosit gorulmektedir (kalin ok). M2 makrofajinin
hdcre zarindan bu eritrosite dogru uzanan iki tane pseudopod dikkati cekmektedir
(ok). Ayrica butin makrofajlarin sitoplazmalarinda daginik halde bulunan ya da
cekirdek zarina bitigik fagositik vakuoller gézlenmektedir. Bu vakuoller icerisinde

irili ufakh eozinofilik 6zellikteki yapilar dikkati cekmektedir. (Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 4: Sitoplazmasinda birgok fagositik vakuol igeren makrofajin bir yandan
bir eritrosit ile yakin iliskide oldugu gorulirken (ok), bir yandan da sitoplazmasini
kaybetmis ciplak bir ¢cekirdek ile hiicre zarinin kaynastigi gortlmektedir (kalin ok).
(Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 5: Makrofaj sitoplazmasinda ¢ok sayida fagositik vakuol gértlmektedir. Bu
vakuoller igcerisinde piknotik ¢ekirdekli ve daralmig sitoplazmali PMNL'ler (ok) ve

birgcok hticre artigi (kalin ok) dikkati cekmektedir . (Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 6: M1 makrofajinin sitoplazmasinda vezikill iginde sindirdigi laktobasiller
gorulmektedir (ok). Ayni zamanda makrofaj zarindan bu zara bitisik gibi gorinen
zemindeki hicre artiklarina dogru ¢ikintilar meydana geldigi gozlenmektedir (kalin
ok). M2 makrofajinin zarindan ise PMNL’lere dodru uzanan kalin pseudopodlar
(kivrik ok) ve bu PMNL’lerin hicre icine alinmak tzere oldugu dikkati gekmektedir.

(Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 7: Parabazal hicrelerin arasinda eozinofilik renkte boyanmis birgok
apoptotik cisimcik iceren, cekirdegi kenara itilmis bir makrofaj gortulmektedir.

(Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 8: Hicre zarlari kaynagsmis bir PMNL ve makrofaj yan yana goérulmektedir.
Makrofajin zarindan eritrositlere dogru uzanmis kisali uzunlu ¢ok sayida
pseudopod (P) dikkati ¢cekmistir. Bazi pseudopod’larin (ok) bu eritrositlerle yakin
iliski kurdugu ve bu hucrelerin zarlarinda igeri dogru bir ¢okintu olusturdugu
g6zlenmistir. PMNL zarinin da grup halindeki eritrositlerin zarlariyla adeta birbirine

degecek kadar yakinlastigi goértilmektedir. (Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 9: Menopoz dénemindeki bir hastaya ait yaymada birgok makrofajin bir

araya gelerek olusturdugu bir “dev makrofaj” gortulmektedir. (Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 10: Skuamoz epitel hicrelerinin Gzerinde Candida hifleri goriimektedir.
Hifler arasinda “septa” adi verilen bosluklar gézlenmektedir (ok). Candida
enfeksiyonunun bazi epitel hlcrelerinin ¢ekirdeklerinde irilesmeye neden oldugu
dikkati cekmektedir (kalin ok). (Papancolau, x1000)
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Sekil 4. 11: Zemininde serbest koklarin bulundugu fertil ddnemdeki bir hastaya ait
yaymada bazalinde bir¢ok sil (ok) bulunan bir endoservikal hiicre dikkati cekmistir.

(Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 12: Kontrol grubundaki bir hastaya ait yaymada epitel hicresinin
sitoplazmasinda koilositik atipi (ok) ve bunun yani sira g¢ekirdekte irilesme,
hiperkromatizm ve kromatinlerde kabalasma (kalin ok) dikkati ¢ekmektedir.
(Papanicolaou, x1000)
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Sekil 4. 13: Hiperkromatik ve asin irilesmis, ¢ekirdekgikleri oldukg¢a belirgin gok
sayida ¢ekirdege sahip bir hicre gorulmektedir. (Papanicolaou, x1000)
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4.2.Serviko-vajinal Orneklerin Sitokimyasal Yontemle (Prussian Blue)

incelenmesi ve istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

PAP boyasi ile makrofajlarin varligi saptanan 95 yaymaya Prussian Blue metodu
uygulanmis ve bulgular asagidaki gibi kaydedilmistir. Prussian Blue ile boyanmig
bu 95 yaymanin 12’sinde (%12,6) sitoplazmalari mavi renk boyanmis makrofajlar
gorulmus ve bu olgular ¢alisma grubu olarak alinmistir. Bu 12 yaymada bulunan
bazi makrofajlarin sitoplazmalarinin tamamen mavi renkte boyandigi, bazi
makrofajlarin sitoplazmalarinda ise hig boyanma olmadigi goézlenmistir (Sekil
4.14). Boyanan makrofajlarin hepsinin sitoplazmasinin mavi renkte diffiz bir
boyanma gosterdigi (Sekil 4.15), ancak bazi makrofajlarda ise bu diffiz
boyanmanin yani sira koyu mavi renkte boyanan, c¢esitli buyuklUklerdeki
granullerin de oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16). On iki yaymanin hepsinde diffiz
ve diffiz/granller boyanan makrofajlar sayilmig, sitoplazmasinda koyu mavi
renkteki granuller bulunan makrofajlarin, sadece diffiz boyanma goérllen
makrofajlara oraninin 1:10 oldugu saptanmistir. Bunlarin yani sira boyanma
g6zlenen makrofajlarin sitoplazmalarinda izlenen fagositik vakuollerde boyanma
g6zlenmedigi, fagosite edilmis maddelerin ise kendi renklerinde oldugu dikkati
cekmigtir. (Sekil 4.15)

Boyanmanin pozitif oldugu 12 yaymanin diger hucrelerle olan iligkisi
incelendiginde; bu yaymalarin 11’'inde (%91,7) eritrositlerle makrofajlarin yakin
iliskide oldugu goézlenmigtir. Eritrositlerden bazilarinin boyanmanin pozitif oldugu
makrofajlara ait pseudopod’lar araciligi ile hiicre igcine alinmak Uzere oldugu, bazi
eritrositlerin zarinin ise makrofaj zariyla kaynastigi gézlenmigstir (Sekil 4.16, 4.17).
Boyanma gdzlenen makrofajlarin varlidi ile ayni yaymada eritrositlerin bulunmasi
arasindaki iligki istatistiksel olarak degerlendirildiginde boyanma pozitifligi ve

eritrositlerin varligi arasinda anlamli bir iliski saptanmistir (p<0.05).

Bunun yani sira ¢aligma grubuna ait 12 yaymanin 11’inde (%91,7) makrofajlarla
birlikte PMNL’lerinde bulundugu goérilmastir. Boyanmanin pozitif oldugu bir
makrofajin  etrafinda bircok PMNL goérulurken, bir baska makrofajin

sitoplazmasinda ise fagosite edilmis bir PMNL oldugu goralmustir (Sekil 4.18).

Prussian Blue ile makrofajlarda boyanma gozlenmeyen kontrol grubundaki

yaymalarda, calisma grubunda gormedigimiz enfeksiyon etkenlerine ve atipik
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hicrelere rastlanmigtir.  Calisma  grubundaki  biyopsi ile endometriyal
adenokarsinoma tanisi almig ancak sitolojik incelemesinde atipik bir hicre
grubuna rastlamadigimiz bir yaymada ise oldukg¢a fazla sayida boyanma goézlenen

makrofajlarin bulundugu dikkati ¢cekmistir.

Calisma grubundaki 12 hastanin fertii ya da menopoz déneminde olduguna
bakildiginda ise bu hastalarin 11’inin (%91,7) fertii donemde, 1’inin (%8,3) ise

menopoz doneminde oldugu saptanmistir.

Hem c¢alisma grubu hem de kontrol grubundaki hastalardan elde edilen bulgularin

istatistiksel degerlendirilmesi ise gizelge 4.1 ve 4.2 de gosterilmigtir.

Cizelge 4.1: Makrofajlarda boyanma pozitifliginin yaymalarda bulunan eritrosit ve

PMNL agisindan istatistiksel olarak degerlendiriimesi

Sitokimyasal Bulgular Galisma grubu Kontrol grubu p degeri
(n=12) (n=83)
Eritrosit
VAR 11 (%91,7) 42 (%50,6) *0,006
YOK 1 (%8,3) 41 (%49,4)
PMNL
VAR 11 (%91,7) 66 (%79,5) 0,287
YOK 1(%8,3) 17 (%20,5)

Cizelge 4.2: Makrofajlarda boyanma pozitifliginin hastalarin fertilite ve menopoz

durumlarina gore degerlendiriimesi

Fertilite Calisma Grubu Kontrol Grubu p degeri
(n=12) (n=83)
VAR 11 (%91,67) 51 (%61,5) *0,035
YOK 1 (%8,33) 32 (%38,5)

42



Cizelge 4.3: Makrofajlarda boyanma pozitifliginin yaymalarda go6zlenen

enfeksiyonlara gore degerlendiriimesi

Enfeksiyonlar Calisma grubu Kontrol grubu
(n=12) (n=83)
Candida
VAR 0 4
YOK 12 79
BV
VAR 0 4
YOK 12 79
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Sekil 4. 14: Calisma grubundaki yaymalarda bazi makrofajlar boyanirken
bazilarinin boyanmadigi dikkati ¢ekmistir. Skuamoz epitel hlcreleri arasinda yan
yana dizilim gostermis Ug¢ tane makrofajdan ikisinin boyandigi (ok) ve bir tanesinin

boyanmadigi (kalin ok) goérilmektedir. (Prussian Blue, x1000)
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Sekil 4. 15: Sitoplazmasinda diffiz boyanma gdézlenen bir makrofaj gortlmektedir.
Bu makrofajin sitoplazmasinda bulunan fagositik vakuollerde boyanma
gozlenmezken (kalin ok), fagosite edilmis bir maddenin kendi renginde oldugu
dikkati cekmigtir (ok). (Prussian Blue, x1000)
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Sekil 4. 16: Sitoplazmasinda diffiz mavi renkte boyanmanin yani sira gesitli
bayUkliklerde koyu mavi renkli birgok grandl (ok) iceren bir makrofaj

gorulmektedir. (Prussian Blue, x1000)
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Sekil 4. 17: Sitoplazmasinda diffiz boyanma goézlenen bir makrofaj ve
cevresindeki eritrositler goértlmektedir. Makrofaj hlcre zarinin ve eritrosit hicre
zarlarinin birbirlerine yaklastigi (kalin ok) ve makrofaj zarindan eritrosite dogru

uzanan pseudopodlar (ok) dikkati gekmektedir. (Prusssian Blue, x1000)
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Sekil 4. 18: Cevresinde bir cok PMNL bulunan boyanmis bir makrofaj (M1) ile
sitoplazmasinda PMNL iceren bir fagositik vakuol (ok) gbézlenen boyanmis bir
makrofaj (M2) gorulmektedir. (Prussian Blue, x1000)
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5. TARTISMA

Makrofajlar vicuttaki birgok onemli goérevinin yani sira diyetle vicuda alinan
demirin depo edilmesinde Onemli rol oynamaktadirlar. Caligmamizin amaci
dogrultusunda serviko-vajinal yaymalar PAP ve Prussian Blue metodlarina goére
boyanmis ve bu drneklerdeki makrofajlarin demr ile iligkisi incelenmigtir. Literatir
taramasi sonucunda bronkoalveolar lavaj ornekleri, vertebra ve beyin gibi dokular
Uzerinde yapilmis makrofaj-demir iligkisine iliskin birgok ¢alisma bulundugu ancak
jinekolojik yaymalar Uzerinde bdyle bir arastirmanin yapilmadigr goéraimastur
[76][77][78]. Bu nedenle bizim ¢alismamiz jinekolojik yaymalarda makrofaj-demir
iliskisini ve bu iligkinin yaymalarda goézlenen enfeksiyonlarla olan ilgisini ilk olarak

inceleyen orijinal bir galisma olmustur.

Demir makrofajlarin sitoplazmasinda temelde Fe** formunda “ferritin” proteinine
baglanarak depolanir ve bu protein sitoplazmada ¢o6zinebilir 6zellik godsterir.
Demirin sitoplazmada ¢ok fazla miktarda bulundugu durumlarda ise ferritin
proteinleri dejenere olarak sitoplazmada ¢6zinemeyen ve daha c¢ok demir
depolama kapasitesine sahip olan “hemosiderin grandlleri’ne dénusur. [5][39][40].
Arastirmamizda; makrofaj sitoplazmasindaki demir varliginin gdsterilebilmesi icin
calisma kapsamindaki 95 yaymaya Prussian Blue boyama metodu uygulanmistir.
Bu yaymalardan 12’sindeki demir yukli makrofaj sitoplazmalarinda diffuz mavi
renkte boyanma oldugu 1sik mikroskobik olarak saptanmistir. Bazi makrofajlarin
sitoplazmasinda ise bu diffiz boyanmanin yani sira ¢esitli bayUkliklerdeki koyu
mavi granullere rastlaniimistir. Makrofajlarda goézlenen diffiz mavi rengin bu
hicrelerin sitoplazmalarinda ¢6zinebilir 6zellikteki demir baglamis ferritin proteini
kaynakl oldugu, cesitli bayuklUklerdeki koyu mavi renkli granullerin ise ¢ozunebilir
nitelikte olmayan hemosiderin grandlleri oldugu dusundlmustir. Calisma grubunda
bulunan 12 yaymadaki boyanan makrofajlar sayildiginda; sitoplazmasinda
hemosiderin granilleri bulunan makrofajlarin, ferritine bagh demir nedeniyle
sadece diffuz boyanma gozlenen makrofajlara oraninin 1:10 oldugu belirlenmigtir.
Diffuz boyanmanin granuler boyanmaya gore daha fazla olmasinin nedeninin;
demirin sitoplazma iginde temelde ferritine bagl olarak depolanmasindan

kaynaklandigi dugunulmustur.

Makrofajlar sitoplazmalarinda depoladiklari demiri eritrositleri fagosite ederek,

demir tagiyan “transferrin”, “laktoferrin® ve “hem” gibi proteinleri reseptor aracili
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endositoz yoluyla hicre igine alarak saglarlar. Yasam surelerini tamamlayan ya
da herhangi bir nedenle hicresel hasara ugramis olan eritrositler makrofajlar
tarafindan fagosite edilir ve pargalanirlar [79]. Bu fagositoz mekanizmasinda
eritrositlerin zarlarinda meydana gelen fizyolojik degisiklikler rol oynar. Yaglanan
ya da hucre hasarina ugramis eritrositlerin zarinda bulunan lipitlerin oksidasyona
ugramasi, sialik asit iceriginin azalmasi ve otoantikor birikiminin artmasi sonucu
fizyolojik degisikliklerin meydana geldigi bolgeler makrofaj zarindaki reseptorler
icin ligand gorevi gorur [80][81]. Ligad-reseptor iligkisinin kurulmasiyla da

eritrositlerin makrofajlar tarafindan hicre igcine alinma mekanizmasi baslamis olur.

Yapilan iki farkli elektron mikroskobik calismada da, eritrosit hlcre zari ile
makrofaj hucre zarinin bazi noktalarda birbiriyle birlestigi, bu birlesme
noktalarinda makrofajlarin hicre zarindan eritrositlere dogru pseudopod’lar
uzatarak eritrositleri timuyle i¢ine aldigi gosterilmistir. Ayrica disarida pargalanmis
olan eritrositlere ait pargalarinda makrofajlar tarafindan pseudopod’lar tarafindan
iceri alindigl bu taramali elektron mikroskobik ¢alismalarda belirtiimistir [82][83].
Calismamizda da makrofaj zari ile gevresindeki eritrositlerin hiicre zarlarinin bazi
alanlarda kaynastigi goézlenmistir (Sekil 4.1). Bunun yani sira, sitolojik incelemeler
sonucunda makrofajlardan ¢evresindeki eritrositlere dogru uzamig pseudopodiar
da dikkatimizi gcekmigtir (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.8). Sekil 4.3’'de makrofajlarin arasinda
kalan yarim bir eritrosite dogru makrofajdan uzanan pseudopodlar gértlmusttr. Bu
makrofajin sitoplazmasinda ¢ekirdege bitisik olarak bulunan eozinofilik renkteki
yapinin ise makrofajlar arasindaki eritrositin diger yarisina ait bir parca oldugu
dusundlmuastar. Sekil 4.8'de de goéruldugu gibi makrofajin  yuvarlagimsi-kut
uzantilar olusturdugu ve gevresindeki eritrositlerinde bu yapilara uyum saglayarak
bazi alanlarda hicre zarinin gukurlastigi goralmustur (Sekil 4.8). Ayrica Prussian
Blue metoduyla boyanmis, sitoplazmasinda demir birikimi gorulen bir makrofajin
hicre zarindan da eritrositlere dogru uzanan pseudopod’lar gézlenmistir. (Sekil
4.17) Essner ve Montesano ve ark. tarafindan yapilan elektron mikroskobik
calismalarda gozlenen tim eritrosit-makrofaj iliskisine dair bulgular ¢alismamizda
IStk mikroskobik olarak da detayli olarak gosterilmigtir ve bulgularimiz bu

yazarlarin bulgulariyla értusmustar.

Fedorko ve arkadaslan tarafindan yapilan bir ¢galismada eritrosit fagositozundan

belli bir sire sonra makrofaj sitoplazmasinda demir depolama gorevi olan ferritin
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ve hemosiderin biyomolekdllerinin gorulmeye basladigr bildirilmigtir  [84].
Arastirmamizda da calisma grubundaki 12 yaymanin hepsinde eritrositlerle
makrofajlar bir arada gorulmustir. Calisma grubumuz incelendiginde;
makrofajlarda boyanmanin pozitif oldugu 12 hastadan 7’sinin  (%58,33)
mestruasyon déngusinin menstrual evresinde ya da bu evreden hemen sonraki
folikller fazda oldugu belirlenmistir. Bir hastanin ise surekli devam eden hafif
kanamasi oldugu bilinmektedir. Calismamiz icin yapilan istatistiksel analizlerde
ise makrofajlarda boyanma goézlenmesi ve ayni yaymada eritrosit varli§i arasinda
anlamli bir iligki oldugu saptanmistir (p<0,05). Butin bu bulgular servikovajinal
yaymalardaki makrofajlarda ferritin ve hemosiderine bagli olarak depo edilen
demirin, oncelikle eritrosit fagositozuyla elde edildigi dusuncesini destekler

niteliktedir.

Makrofajlar sitoplazmalarindaki demiri eritrositlerin fagositozu yani sira laktoferrin
proteinini de hlcre icine alarak saglamaktadir. Laktoferrin mukozal epitel hucreler
ve polimorfonukleer |0kositler igindeki granullerden salgilanan demir baglayici bir
glikoproteindir. Bu protein hlcre disina salinir salinmaz ortamdaki serbest demir
iyonlarina baglanirlar. Makrofajlarin hucre zarlarinda bulunan reseptérler, demire
bagl olan laktoferrini taniyarak bu proteinin hiicre igine alinmasini saglarlar. Fe**
formundaki demir makrofaj sitoplazmasinda bagli oldugu laktoferrinden ayrilir ve
ferritin proteinine baglanarak depo edilir [36]. Yapilan galismalarda; laktoferrinin
vajinal mukusta bulundugu gosterilmistir. Bu proteininin vajinal mukus icindeki
seviyesine bakildiginda ise en ylksek seviyenin mestruasyondan hemen sonra,
en duslk seviyenin ise mestruasyondan hemen 6nce goruldugu saptanmistir [85].
Calisma grubumuz incelendiginde ise 11 fertili hastadan 6’sinin (%54,5)
menstruasyondan hemen sonraki folikuler evrede oldugu saptanmistir. Bu bulgular
sonucunda da boyanan makrofajlardaki demirin vajinal mukustaki laktoferrin

molekulinden de kaynakli olabilecedi dusunulmustur.

Makrofajlarda demir birikiminin fertilite ve menopoz doénemi ile iligkisine
bakildiginda; c¢alismamizda yapilan analizlerde fertii donem ve makrofajlarda
demir birikimi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki oldugu saptanmistir
(p<0.05). Bu durumun nedeninin, menstruasyon ile birlikte makrofajlarin etkin bir
bicimde eritrositleri fagosite edip yapisindaki demiri agiga c¢ikararak

sitoplazmalarinda depo etmesi olabilecegi disunulmustir. Ayrica literaturde; demir
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tasiyan bir protein olan laktoferrrin’in vajinal mukustaki seviyesinin hormonal
olarak kontrol edildigi ifade edilmektedir. Bu proteinin sentezinin 0Ostrojen ile
uyarildigl progesteron ile ise baskilandigi belirtilmistir [86] . Calisma grubumuzdaki
12 yaymanin 11’inde makrofajlarda pozitif boyanma goértilmesinin nedeninin, bu
hastalarin ferti donemde olmasi ve bu nedenle yuksek Ostrojen seviyesinin
laktoferrin  sentezini artmasindan kaynaklanmis olabilecegi dusunuimuagtar.
Yapilan bir calismada ise; endometriyal adenokarsinoma olgularinin ylksek
Ostrojen seviyesi ile baglantili oldugu ve bu nedenle laktoferrin sentezinin de arttigi
belirtiimistir. [87] Calismamizda da, menopoz ddénemindeki sadece 1 hastanin
yaymasinda demir yukli makrofajlarin goérilme sebebinin, bu hastada gozlenen
endometriyal adenokarsinoma bagli olarak yuksek ostrojen seviyesi nedeniyle

laktoferrin sentezinin de arttirmig olabilecegi dusunulmustuar.

Arastirmamizda, kontrol grubundaki 83 yaymanin 4’Ginde BV, 4’Unde ise Candida
enfeksiyonu oldugu belirlenmigtir. Almeida ve arkadaglari tarafindan yapilan
arastirmada Candida hiflerinin konakgiya ait ferritin proteinini kendi metabolik
faaliyetleri icin demir kaynagdi olarak kullandigi bildirilmigtir. [88] Knight ve
arkadaslarinin yaptigi c¢alismada ise transferrine baglh ya da serbest halde
bulunan demirin de Candida tarafindan kullanildigi ifade edilmigtir [89]. Ayrica BV
enfeksiyonun go6zlendigi vakalarda en sik rastlanan bakteri olan Gardnerella
vaginalisin de demiri kendi metabolik faaliyetleri icin kullandidi bilinmektedir. Bu
bakterinin salgiladigi “siderofor” proteinlerinin dig ortama verilerek ortamda
bulunan ferritin, laktoferrin, transferrin, hem ve hemoglobin gibi proteinlere bagli
olan demiri bu proteinlerden ayirarak demiri serbest hale getirdigi bildirilmistir.
Hucre disindaki serbest demirin ya da demirin siderofor proteini ile birleserek
olusturdugu “demir- siderofor kompleksi’nin bu bakterilerin hlcre ylUzeyindeki
reseptorler araciigiyla hudcre igine alindigi belirtiimigtir [90]. Hemalatha ve
arkadaslari tarafindan yapilan bir caligmada ise BV enfeksiyonu olan ve normal
hastalar karsilastirildiginda, BV enfeksiyonu gozlenen hastalarda demir eksikligi
goérilme oraninin normal vajinal floraya sahip kadinlardan daha ylksek oldugu
saptanmistir [91]. Bu bilgiler dogrultusunda BV ve Candida enfeksiyonlari
gbzlenen yaymalarda bulunan makrofajlarin sitoplazmalarinda depolanmis demir
gorilmemesinin sebebinin enfeksiyon etkenlerinin konakgiya ait demiri kendi

metabolizmalari i¢in kullanmalarindan kaynaklandigi dugunualmustar.
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PAP yontemiyle boyanmig yaymalarda makrofajlarin eritrositler digindaki hicresel
yapilarla olan iligkisi de incelenmistir. Makrofajlarin énemli gorevlerinden biri de
apoptotik hucrelerin fagosite edilerek dokudan uzaklastiriimasidir. Apoptotik
hicrelerden salgilanan “fraktalkin” adi verilen bir kemokin, “lizofosfotidilkolin” adi
verilen lipidler gibi bazi biyomolekuller makrofajlarin hicre zarindaki cesitli
reseptorler icin ligand gorevi yapmaktadirlar. Makrofajlardaki reseptorlerin bu
molekulleri tanimasiyla birlikte apoptotik hiicrelere dogru yonelim baglar. Apoptotik
hicrelerin zarindaki ¢esitli fizyolojik degisiklikler ve biyomolekuller makrofajlarin bu
hicreleri tanimasini ve fagosite etmesini saglar. Ozellikle apoptotik hicre
zarindaki fosfolipid yapisindaki fosfotidilserin biyomolekullerinin miktarindaki asiri
artis, makrofajlarin apoptotik hucreleri tanimasinda rol oynar [92]. Brouckaert ve
arkadaslar tarafindan vyapilan c¢alismada, makrofajlar tarafindan sindirilmis
apoptotik cisimcikler elektron mikroskobik olarak gosterilmigtir. Bu cisimciklerin
yogun kromatinli kompakt bir ¢cekirdek ve etrafinda az bir sitoplazmasi oldugu
belirtilmistir. [93] Bunun yani sira yapilan diger calismalarda yasam sdurelerini
tamamlamig apoptotik ya da hlcresel hasara ugramig PMNL'lerin de makrofajlar
tarafindan fagosite edildigi gosterilmistir. [94] [95] Arastirmamiz kapsamindaki
PAP yontemi ile boyanmis ve i1sik mikroskobik olarak incelenmis olgularda da,
Sekil 4.7°de goéruldugu gibi sitoplazmalarinda piknotik ¢ekirdekli ve dar sitoplazmali
bircok apoptotik cisimcik iceren makrofajlara rastlanmistir. Bunun yani sira Sekil
4.5de sitoplazmasinda birgok fagositik vakuol iceren bir makrofajin
cekirdeklerinde piknozis goérulen ve sitoplazmasi daralmis bir PMNL’yi de fagosite
ettigi gorulmektedir. Sekil 4.6'da ise makrofaj zarindan etrafindaki PMNL’leri
fagosite etmek Uzere uzanan kalin pseudopodlar dikkati ¢ekmistir. Calisma
grubundaki bir yaymada da boyanmanin pozitif oldugu bir makrofaj
sitoplazmasinda fagosite edilmis bir PMNL gozlenmistir. Bizim bu bulgularimiz da

makrofajlar ve apoptotik hucrelerle yapilan ¢aligsmalar ile uyum gostermektedir.

Calismamizdaki kontrol grubunda bulunan bir hastaya ait servikovajinal yaymada
da sitoplazmasini kaybetmis ciplak bir ¢ekirdegin makrofajin hiicre zariyla olan
iliskisi dikkati cekmektedir. Makrofaj zarinin ¢ekirdegi sarmak Uzere igeri dogru
girinti olusturdugu ve ug¢ kisimlarinda ise kuUguk cikintilar meydana geldigi
gorulmektedir. (Sekil 4.4) Yapilan elektron mikroskobik bir arastirmada

eritroblastlarin olgunlagmalarinin son asamasinda cekirdeklerini
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sitoplazmalarindan disari verdigi ve disari verilen bu c¢ekirdeklerin makrofajlar
tarafindan fagosite edilip ortamdan uzaklastinldigi  gosterilmigtir.  [96]
Calismamizda da literaturle uyumlu olarak sitoplazmalarini kaybetmis ¢iplak
cekirdeklerin makrofajlar tarafindan fagosite edildigi, bu sekilde de ortamdan

uzaklastirldigi belirlenmistir.

Yapilan sitolojik incelemelerde; kontrol grubundaki iki yaymada atipi goOsteren
hicrelere de rastlanmigtir. Bu yaymalardan birinde koilositik atipi iceren genis
sitoplazmali, cekirdek zarinda duzensizlikler gortilen ayni zamanda cekirdekte
irlesme ve hiperkromazi gézlenen hucreler saptanmistir (Sekil 4.12). Bu hicrelerin
Human Papilloma Virus (HPV) etkisiyle olabilecegi disinilmustir ve bu hastaya
“‘Low grade skuamoz intraepitelyal lezyon (LSIL)” tanisi verilmistir. Hlcresel atipi
goérulen diger yaymada ise glandular hlcre c¢ekirdeklerinde asiri irilesme ve
hiperkromazi, ¢ok c¢ekirdeklilik (multinUkleasyon) ve asir irilesmis c¢ekirdekgikler
dikkati ¢cekmistir (Sekil 4.13). Yaymada gorulen bu hicresel degisikliklerin de

adenokanser kokenli oldugu digunulmustar.

Sonu¢ olarak calismamiz kapsaminda Prusssian Blue yontemi ile boyanmig
yaymalarda mavi renkte makrofajlarin sitoplazmalarinda ferritine bagh demir
nedeniyle diffiz boyanma goézlenirken, bazi makrofajlarin sitoplazmasinda ise
cesitli buyuklUklerdeki hemosiderin grantlleri oldugunu dusundtgumuaz granuller
dikkati cekmistir. Yapilan analizler sonucunda fertilite ile makrofaj sitoplazmasinda
boyanma pozitifligi arasinda istatistiksel olarak anlamh bir iliski oldugu
saptanmistir (p<0.05). Ayrica, yapilan sitolojik ve sitokimyasal calismalarda
eritrositler ile makrofajlarin yaymalarda bir arada goéruldiga ve bu iki hlcrenin
yakin iliskide oldugu go6zlenmistir. Yapilan istatistiksel analizlerde ise; eritrositlerin
yaymalarda bulunmasi ile makrofajlardaki pozitif boyanma gozlenmesi arasinda
anlamh bir iliski oldugu saptanmigtir (p<0.05). Candida ve BV enfeksiyonlari
gbzlenen yaymalardaki makrofajlarin higbirinin sitoplazmasinda ise boyanma
gorulmemistir. Bu bulgular sonucunda serviko-vajinal yaymalardaki makrofajlarin
sitoplazmalarinda depo edilen demirin oncelikle eritrositlerin fagositozuyla elde
edildigi, bunun yani sira laktoferrin proteininden de kaynakh olabilecegi ve
yaymalarda gozlenen enfeksiyon etkenlerinin de demiri kendi metabolizmalari igin

kullanmig olabilecegi dusunulmustur.
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