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OZET

EMBRIYONUN ENDOMETRIUMA iMPLANTASYONUNDA MiKRORNA200-C’NiN
ROLU

Ayse AKGUN
Doktora Tezi, Histoloji Embriyoloji AD
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Gllgin METE

Kasim 2020, 152 Sayfa

implantasyon, reseptif uterus ile blastosist arasindaki etkilesimi iceren oldukca
kompleks bir suregtir. Kusurlu implantasyon; infertilite, spontan distk, preeklamsi gibi
olumsuz gebeliklere neden olabilmektedir.

Calisma kapsaminda 30 adet disi sigan kullaniimis, altisarli bes gruba ayrilan
bu sigcanlardan, doért grupta gebelik olusturulmustur. Gebeligin 4. ginidnde, gebelik
olusturulan grup2 ve grup3 siganlarin, sag uterus boynuzlarina miRNA200-c mimigi,
sol uterus boynuzlarina fizyolojik salin uygulanmistir. Gebeliklerinin 8. giintinde grup2
ve 13. ginlnde grup3d siganlara servikal dislokasyon yapilarak uterus dokulari alinmis
ve embriyolari sayilmistir. Grup4 ve grup5 gebe siganlara herhangi bir uygulama
yapilmamistir. Gebeliklerinin 8. glininde grup4’in ve 13. gunidnde grup5’in uterus
dokulari, servikal dislokasyon yapilarak alinmis ve embriyolari sayilmistir. Gebelik
olusturulmayan grup1 sicanlarin uterus dokulari, ostrus siklusunda servikal dislokasyon
yapilarak alinmistir. Gruplar arasindaki farklihgi belirlemek icin embriyo sayilar
istatistiksel olarak analiz edilmigtir. Dokular, 1s1k mikroskop takip yontemi uygulandiktan
sonra parafin bloklardan kesitler alinmigtir. Kesitlere a5B3 integrin, VEGF, LIF, CD105,
Oct3/4, SSEA-1, NANOG, IL-6, IL-18 ekspresyonlarinin belirlenmesi amaciyla
immunohistokimyasal islem uygulanmistir. MiRNA-200c uygulanan gruplardaki embriyo
sayllarinda, istatistiksel olarak anlamh azalma oldugu gdzlenmigtir. Yapilan
immunohistokimyasal analizlerde; CD105’in stromal hicrelerdeki ekspresyonunun
mMiRNA-200c mimidi uygulanan gruplarda azaldigi, a5B3’Un gruplar arasinda farkli
olmadigdi, IL-6’'nin mimik uygulanan grupta bez epitelinde ve stromal hucrelerde
ekspresyon goérulmedidi, IL-18’in mimikli gruplarda azaldigi, LIF'in erken gebelikte
azaldig1 ve gebeligin 13. gununde tekrar arttigi gorulmasg, mimik uygulanan gruplarda
gebeligin 8. glnlnde ylksek seviyede ekpresyon gbzlemlenmisti. NANOG
ekpresyonunun mimik uygulanan gruplarda stromal hicrelerde arttigi, mimik
uygulanmayan erken gebelikte azaldigi ve plasentada arttidi, Oct3/4’4n mimik
uygulanan Grup2 ve grup3'te limen epitelinde ekspresyonun, negatif oldugu
gorulmustir. SSEA'nin mimik uygulanan gruplarda arttigi, VEGF’nin mimik uygulanan
gruplarda stromal hucrelerde iyice azaldigi bulunmustur. Elde edilen sonuglar, miRNA-
200c’nin, implantasyon olayinda implante olan embriyo sayilarinin Uzerinde etkKili
oldugunu ve implantasyon surecini etkiledigini gdstermektedir.

Anahtar Kelimeler: Uterus, Endometriyum, implantasyon, miRNA-200c, infertilite

Bu calisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2018SABE014).
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ABSTRACT

THE ROLE OF MICRORNA200-C IN IMPLANTATION OF EMBRYO TO
ENDOMETRIUM

Ayse AKGUN
PhD Thesis, Histology Embryology Department
Thesis Supervisor: Prof. Dr. Gulgin METE
November 2020, 152 Page

Implantation is a highly complex process involving the interaction between the
receptive uterus and blastocyst. Defective implantation can cause adverse pregnancies
such as infertility, spontaneous abortion, and preeclampsia.

Thirty female rats were used in this study. The rats were divided into five groups
of six and pregnancy was established in four of these groups. miRNA200-c mimic was
applied to the right uterine horns and physiological saline was applied to the left uterine
horns of the group2 and group3 rats on the 4th day of pregnancy. Uterine tissues were
taken by cervical dislocation on the 8th day of the pregnancy in the group2 rats and
13th day of the pregnancy in the group3 rats, and the embryos were counted. No
application was applied to the group4 and group5 pregnhant rats. Uterine tissues were
removed by cervical dislocation on the 8th day of the pregnancy in group4 rats and
13th day of the pregnancy in group5 rats, and the embryos were counted. In non-
pregnant rats, uterine tissues were removed by cervical dislocation during estrous
cycle. Embryo numbers were statistically analyzed to determine the difference between
groups. Sections were taken from the paraffin blocks after the light microscope method
was applied to the tissues. An immunohistochemical procedure was applied to the
sections to determine the expressions of a5p3 integrin, VEGF, LIF, CD105, Oct3/4,
SSEA-1, NANOG, IL-6, IL-18. A statistically significant decrease was observed in the
number of embryos in the miRNA-200c groups. In the immunohistochemical analyzes,
it was reported that; the expression of CD105 in stromal cells decreased in miRNA-
200c¢c mimic groups, a5B3 was not different between groups, IL-6 was not expressed in
gland epithelium and stromal cells in the mimic group, IL-18 decreased in mimic
groups, LIF decreased in early pregnancy and increased again on the 13th day of
pregnancy, and a high level of expression was observed on the 8th day of preghancy
in the mimic groups. It was observed that; NANOG expression increased in stromal
cells in mimic groups although it decreased in early pregnancy and increased in
placenta in the mimic- free group, and Oct3/4 had negative expression in the lumen
epithelium in group2 and group3 in which mimic was applied. It was observed that;
SSEA increased in mimic groups, VEGF decreased in stromal cells in mimic groups.
These results show that; miRNA-200c has an effect on the number of implanted
embryos during the implantation event, and it affects the implantation process.

Keywords: Uterus, Endometrium, Implantation, miRNA-200c, Infertility.

This study was supported by the PAU Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project No: 2018SABEQ014).
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1. GIRIS

implantasyon, blastosistin endometriyuma yerlesmesi, yapismasi, penetrasyonu
ve trofoblast istilasini igeren kompleks bir siirectir (Van mourik vd 2009). implantasyon
sirasinda endometriyum ve Ozellikle apikal ylzeyi, endometrial reseptivite olarak
adlandirilan birgok morfolojik, molekiler ve biyokimyasal degisikliklere ugramaktadir.
Steroid hormonlari, adezyon molekiilleri, blylime faktorleri, sinyal molekilleri ve
reseptorler; basarili bir implantasyonda etkilidir (Inyawilert vd 2014). Basarih
implantasyon icin; alici bir endometriyum, blastosist asamasinda normal ve fonksiyonel
bir embriyo, maternal ve embriyonik dokular arasinda senkronize bir diyalog

gerekmektedir (Guzeloglu-Kayisli 2009).

Endometriyumun alici bir fenotip olusturamamasi, O6nemli bir infertilite
nedenidir. Bozulmus uterus reseptivitesi, yardimci Ureme tekniklerinde gebeligin
basarisiz olmasinin ardindaki ana nedenlerden biri olarak gorulmektedir.
Aciklanamayan infertilite, endometrial alicilik ve implantasyon suireci ile ilgili hedef

molekillerin mekanizmalari, arastirmacilarin ilgisini cekmektedir (Altmae vd 2010).

Normalden farkli olarak eksprese edilen mikroRNA'lar (miRNA) ve hedef
mRNA'lar, dokularin fizyolojik durumlarinda degisikliklere yol acabilmekte ve patolojik
surecleri baslatabilmektedir (Yang vd 2019). miRNA' larin ekspresyonu ve hedef
genlerinin dizenleyici fonksiyonu, hicre ve dokuya 6zgu sekilde meydana gelmektedir.
Uterusta infertilite icin miRNA-200 ailesi tUyelerinden en spesifik belirte¢, miRNA-200c
olarak tespit edilmigtir. Endometriyum, miRNA-200c hedef genleri tarafindan
dizenlenen kapsamli hucresel ve molekuler degisikliklere ugramaktadir. miRNA-200c
yuksekligi, implantasyonu olumsuz etkilemekte ve bir st adim olan desidualizasyon

basamagina gecilememektedir (Panda vd 2012, Zheng vd 2017).



integrinler, tiim hiicrelerde bulunan adezyon molekiilleridir. Integrinler, hiicre-
hicre adezyonunun yani sira hilcre-hicre disi matriksin bilesenleri arasindaki
adezyona da katilmaktadirlar. Integrinler, implantasyonun ilk asamasi olan sekresyon
evresinde meydana gelen endometrial fenotip degisikliklerde 6nemli rol oynarlar
(Merviel vd 2001). integrinler orta sekresyon evresinde, endometriyumda énemli 6lglide
artmaktadir. Integrinler, implantasyon penceresinin ¢ergevesi icin potansiyel isaretler
olarak iglev gérmektedirler. Iintegrinlerden alfaVbeta3 (aVB3), integrin embriyonik
baglanma igin reseptor olarak rol oynamaktadir (Elnaggar vd 2017).

Endometriyum ve embriyo arasindaki immunolojik etkilesim, gebeligin olusmasi
ve devamliliginda blyuk éneme sahiptir. Endometriyumda mevcut bagisiklik sistemi,
IL- 18 in de iginde oldugu lokal olarak Uretilen gesitli sitokinlerle modile edilir. IL-18,
Ozellikle stromal hlcrelerde bulunmaktadir (Yoshino ve ark. 2001). Uterus luminal ve
glandller epitel hucreleri; desidual fibroblastlar ve endotel hucreleri, LIF (Losemi
inhibitor faktor), interldokin (IL) 1, IL-6, IL-12, Tumor Nekroz Faktorleri (TNF) ve
Donustirict Bluyume Faktord (TGF) dahil olmak Uzere birgok sitokinin gugla
kaynaklandir (Jasper vd 2007). Normal ekspresyon disindaki sitokin ifadeleri;
implantasyonda mutlak veya kismi bir basarisizliga veya anormal plasenta olusumuna
yol acmaktadir (Guzeloglu-Kayisli 2009). LIF, implantasyon icin varligi gerekli bir
sitokindir (Hoozemans vd 2004). insan endometriyumunda ve fallop tiipiinde LIF
ekspresyonu, sekresyon evresinde en yuksek seviyeye ulasir (Carson vd 2000,
Tawfeek vd 2012). LIF ifadesi olmayan disilerde, implantasyon gergeklesmez (Kimber
2005, White vd 2007).

IL-6, blastosistin endometriyuma yapismasi ve invazyonu sirasinda, anne
embriyo etkilesimi ile ilgili proenflamatuar sitokinlerdir (Biba vd 2015). implantasyon
penceresi doneminde endometriyum luminal epiteli, desidual fibroblastlar ve endotel

hicrelerinde, IL-6 ekspresyonu goérular (Jasper vd 2007).

Vicutta donglsel olarak anjiyogenezin goérildiglu tek organ; uterustur
(Hoozemans vd 2004). VEGF (vaskuler endotelyal faktor), implantasyon penceresinde
vaskuler gecirgenlik ve anjiyogenezin molekuler mekanizmalarinda basrollerde goérev
almaktadir (Chakraborty vd 1995, Das vd 1997). VEGF ifadesi olmayan fareler, gebe
kalabilmelerine ragmen, canh yavru dogumu gerceklestirememektedirler (Hoozemans
vd 2004).



Embriyonik gelisim sirasinda vaskiilogenez ve anjiyogenez icin endoglin diger
ismiyle CD105 gereklidir. CD105; uterus limen ve bezlerin epitel hicrelerinde,
trofoblastta, endotel ve stromal hicrelerinde, implantasyon penceresi doneminde
eksprese edilen bir TGF-B reseptorudur (Chadcan vd 2016).

Epitel progenitér hiicre ve mezenkimal kdk hicreler, menstruasyon ve
dogumdan sonra endometriyumun fonksiyonel tabakasinin rejenerasyonundan sorumiu
bulunmaktadirlar. Endometrial kok hucreler igin spesifik yuzey belirtecleri yoktur. Temel
olarak koklulukle ilgili genler olan ug transkripsiyon faktoru, cinsiyet belirleyici bolge Y-
kutusu 2 (SOX2), Nanog homeobox (NANOG) ve oktamer baglayici protein 4 (Oct4)
ekspresyonlari; hucrelerin gogalmasini ve kendini yenilemesini saglamada 6nemli bir
rol oynamaktadir (Xiao vd 2017). Bir hicre yuzeyi glikani olan SSEA-1;
preimplantasyon fare embriyolari, teratokarsinom kdk hicreleri ve fare embriyonik kok
hucrelerinde eksprese edilmektedir. SSEA-1, insan endometriyumunda epitel

hicrelerde ekprese olmaktadir (Tempest vd 2018).

1.1. Amag

Calisma; miRNA-200c’nin, infertil bayanlarda kan, serum ve uterus dokusunda
yuksek miktarlarda ifade edilme 6zelligi temel alinarak planlanmigtir. Calisma, miRNA-
200c ile endometriyuma implantasyonda etkili olan faktérler arasindaki iliskilerin
belirlenmesini amaclamaktadir. Bu kapsamda endometriyuma implantasyonda etkili
olan a5B3 integrin, LIF, IL-6, IL-18, VEGF, CD105, Oct3/4, SSEA-1, NANOG
molekiillerinin ekspresyonu ile miRNA-200c arasindaki iliski ve implante olan embriyo

sayisinda farkhlik olup olmadigi arastiriimaktadir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Uterusun Embriyolojisi

Disi Ureme sistemi organlari; gonadlar, Ureme kanallari ve dis genital bolgeler
olarak ¢ ana gruba ayrilir. Disi Ureme sistemi; mezoderm, primordial germ hicreleri,
koelomik epitel ve mezenkim kdkenlidir (Moncada ve Rodriguez 2019). Genital sistem,
fetal yasamin besinci ve altinci haftasina kadar farklilasmamistir (Gossman 2019). Disi
ve erkek embriyolarda paramezonefrik (Mullerian) kanal ve mezonefrik (Wollffian) kanal
bulunmaktadir. Disilerde, anti-MUllerian hormonu ve SRY geninin bulunmamasi, Wolff
kanallar gerilemesine ve Mullerian kanallarin disilide dogru farklilagsmasina neden olur.
Paramezonefrik kanallardan; serviks, fallop tlpleri ve uterus gelisir (Moncada ve
Rodriguez 2019).

Paramezonefrik kanal, Urogenital kabarikligin ylzeyinde yer alan sélom
epitelinin uzunlamasina bir girinti olusturmasi sonucunda meydana gelmektedir. Kanal,
kranial ugtan so6lom boslugu icine huni seklinde bir yapiyla acgiimaktadir.

Paramezonefrik kanallar, genital kanallari olustururlar.

Baslangigta paramezonefrik kanalda ¢ kisim goézlemlenmektedir. Bu
kismlardan;
1- Kranial vertikal bélim- S6lom bosluguna agiimakta,
2- Horizontal bélim- Mezonefrik kanallari gaprazlamakta,

3- Kaudal vertikal bolim-Karsi taraftan esiyle birlesmektedir.



Tuba uterinalar, paramezonefrik kanallarin ilk iki béliminden gelisirler (S6zen
2008). Kaynasmis kranial ug, uterus haline gelecek olan yapinin sol ve sag kisimlarina
kaynak olusturur. Bu yapi, endometriyum ve miyometriyumu olusturacak mezodermi
icerir. Mullerian kanallarinin kaynasmamis kranial uglari, fallop tlplerine doénusur
(Moncada ve Rodriguez 2019). 8. hafta boyunca iki tarafli Mdllerian kanallari, birbirine
kaynasir. Gegici olarak bir orta hat epitelyal septum, iki bitisik Mullerian kanalinin
lumenini ayirir. Bu orta hat septumu, 9. haftada blylk d&lglide kaybolur ve
farkhlasmamis basit yapili Millerian epitelyumu ile kapli, orta hat uterovajinal kanali
olusur (Cunha vd 2018).

Pelvis duvarindan birlesmis paramezonefrik kanallarin lateraline kadar uzanan
katlanti, ligamentum latum uteri olarak isimlendirilir. Ovaryumlar; ligamentin arka
yuzinde bulunurken, uterus tlpleri; Ust sinirinda yer alir. Uterus ve uterusun sinirlayici
ligamentleri pelvisi; uterovezikal ve uterorektal bogluklar olmak Uzere ikiye bdler.
Uterovaginal kisimdan; uterusun endometriyum epiteli ile endometriyum bezleri, fundus
ve korpus gelisir. Miyometriyum ve endometriyum stromasi, komsu splanknik

mezodermden farklanir (S6zen 2008).

2.2. Uterus Anatomisi

Uterus; menstruasyon, gebelik ve dogum gibi cesitli islevlerden sorumlu,
dinamik, kash bir organdir (Ovalle ve Nahirney 2009, Chaudhry ve Chaudhry 2020).
Pelvis boslugunda, rektum ile mesane arasinda, vajinanin Ust kisminda yer alir
(Balasubramanya ve Valle 2020). Uterus boyutu dbénemsel olarak degiskenlik
gOstermektedir. Genigligi 3-6 cm, kalinhgl ise 2-3 cm arasindadir, uzunlugu
dogurmamis bayanlar da 7 cm, dogurmus bayanlar da ise 9 cm kadardir (Arifogdlu
2019, Eroschenko 2016).

Uterus; U¢ temel anatomik segmente ayrilir:
1. Fundus uteri (Fundus)
2. Korpus uteri (Gévde)

3. Serviks uteri (Boyun)

Tuba uterinalarin, uterusa baglandiklari kismin Gzerinde kalan, genis Ust bdlime;

fundus uteri denir. Korpus uteri, fundus hizasinin altinda kalan ve asagida servikse



kadar uzanan uterusun ana goévdesidir. Serviks uteri, uterusun en alt kismidir. Vajinaya

acihir, vajina 6n duvarinda sonlanir (Atast ve Sahmay 2001, Gossman 2019).

Korpus uterinin mesaneye dogru olan yizl; Facies anterior, sigmoid kolona
dogru olan ylzu ise; Facies posterior olarak isimlendirilir. Uterusun iginde bulunan
bosluk, Cavitas uteri olarak isimlendirilir. On ve arka duvarlar birbiriyle temas halinde
olduklar igin, sagital kesitte yarik seklinde gorulir (Cumhur 2001). Uterusu arteria
iliaca’nin dali; arteria uterina ve pars abdominalis aortae’ nin dali; arteria ovarica
besler. Bu damarlar, uterusun duvarinda kivrintii yapidadir ve birbirleriyle
anastomozlar yaparlar. Uterusu, anastomoz kavisinden ayrilan dallari besler (Arinci ve
Elhan 2006). Uterusun venleri, kalin yapidadir ve arterlerle birlikte uzanirlar. Pleksus
venosus uterus denilen ven agini olustururlar. Agdan c¢ikan venler ise venea uterinae
denilen venlerle, vena iliaca interna’ya agcilirlar (Arinci ve Elhan 2006). Uterus’un
sinirleri, plexus pelvicus ve plexus uterovaginalis’ten gelir. Parasempatik sinir lifleri,
vasodilatasyon ve inhibisyon olustururken, sempatik sinir lifleri ise uterus kaslari

Uzerinde; vasokonstruksiyon ve kontraksiyon olusturur (Cumhur 2001).

2.3. Uterus Histolojisi

Uterus, dollenmis ovumu tutan, besleyen, ici Iimenli bir organdir (Arifoglu
2019). Endokrin sistem kontroliinde her menstrual déngude mukozal degisikliklere

ugrar (Kierzszenbaum 2006).

Uterus, histolojik olarak 3 tabakadan olusur.
1. Perimetriyum veya Tunika seroza
2. Miyometriyum veya Tunika muskularis
3. Endometriyumveya Tunika mukozadan olusmaktadir (WEB-1, Gossman vd
2019).
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Sekil 2.1 Disi ireme sisteminin i¢ organlari ve bolimleri (WEB-2)
2.3.1. Perimetriyum

Perimetriyum, ince bag dokusu tabakasindan meydana gelir ve uterusun en dis
kisminda bulunur. Uterusun posterior yuzeyi ve anterior yuzeyin Ust bolimu, seroza
(bag dokusu ve mezotelyum) ile kaphdir. Anterior ylzeyin kalan kismi, bag dokusu

adventisya ile kaplidir (Ovalle ve Nahirney 2009, Atasli ve Sahmay 2001).
2.3.2. Miyometriyum

Uterusun orta kisminda bulunan ve diz kas demetlerinden olusmus
miyometriyum, uterusun en kalin tabakasidir (Kierzszenbaum 2006, Junqueira ve
Carneiro 2009). Miyometriyum, birbirlerinden tam olarak ayirt edilemeyen 3 tabaka
seklinde dizenlenmistir. Distaki ve icteki tabakada yer alan kas lifleri, uterusun uzun

eksenine paralel yerlesmis olup, longitudinal uzanmaktadir.

Miyometriyumun orta tabakasi kalin olup, sirkuler yerlesmig liflerden ve daha
buyuk kan damarlarindan olusur. Bu nedenle, bu tabakaya Stratum vaskulare denir.
Arkuat arterlerden, endometriyumu besleyen 2 grup damar ¢ikar. Bazal bolimde diz
arterler bulunurken, fonksiyonel bélimde yer alan kivriml spiral arterler yizeye dogru

uzanir (Eroschenko 2016).
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Sekil 2.2 Uterusun histolojik yapisi (WEB-3)

Miyometriyum tabakasi, hormonal degisikliklerden etkilenir. Hamilelikte, kas
fibrillerinde hiperplazi (sayica artis) ve hipertrofi (hiicre boyutlarinin artmasi) goérular
(Kése 2011). Gebelik déneminde 10 kat kadar blytrler ve bu dénemde uterus hacmi,
yaklagik olarak 24 kat artis gosterir (Cakar ve Atilla 2006). Gebelik sonrasinda diz kas
hucrelerinin bir kisminda bozulmalar goérulirken, bazilarinda ise boyutlarin azaldigi
gbzlemlenir. Gebelik éncesi boyutlarina yakin olcllere iner (Junqueira ve Carneiro
2009).

Hipofizden salgilanan oksitosin  hormonu; miyometriyumdaki kaslarin
kasilmasini artirirken, plasentadan ve korpus luteumdan salgilanan progesteron
hormonu; uterustaki kaslarin kasilmasini engeller. Ostrojen hormonu ise miyometriyum
tabakasinin normal hacminde kalmasini ve fonksiyonlarini surdirmesini saglar.

Ostrojen yoklugu, atrofiye neden olur (Kdse 2011).

2.3.3. Endometriyum

Uterusun lUmene bakan en i¢ mukozal tabakasidir. Endometriyum epitelinde, tek
kath silyumlu prizmatik epitel ve salgi hucreleri bulunur. Alt kisminda, lamina propria
diye adlandirilan gevsek bag dokusu bulunur. Endometrial stroma olarak da
adlandirilan lamina propria tabakasi; hucre agisindan zengin, siki ve duzensiz bir bag
dokusudur. Lamina propria tabakasi, gebelik sirasinda goérilen desidua hucrelerini
olusturacak yildiz bicimli hucreleri, I6kositleri, makrofajlari, retikiler ve kollajen fibrilleri

icerir (Cakar ve Atilla 2006). Ylzey epiteli, uterus bezlerini olusturmak icin alttaki



lamina propria tabakasina dogru invajine olarak basit tibller bezleri olustururlar.
Bezlerde, az sayida silyumlu hicreler bulunur. Bezler, endometriyumun i¢ kismina

dogru dallanmalar yaparlar (Ross ve Pawlina 2014).

Endometriyum, yapisal ve fonksiyonel olarak 2 tabakadan meydana gelir.

1) Stratum fonksiyonale ya da fonksiyonel tabaka: Menstrual dongu sirasinda,
prolifere olup, sonrasinda dejenere olan tabakadir (Ross ve Pawlina 2014).
Endometriyumun 2/3’lUk ylzeyel kismini olusturur. Menstruasyon surecinde dokalur.
Fonksiyonel tabaka, stingerimsi kat ve kompakt kat olarak da ikiye ayrilir. Stngerimsi
kat, bazal tabakaya yakin olan ve bezlerin govde kisimlarinin bulundugu 2/3’lik
kisimdir. Kompakt kat ise ylzey epitelinin altinda, bezlerin agiz bdlgelerinin bulundugu
bdlge olarak adlandirilir (Cakar ve Atilla 2006). Fonksiyonel tabakada bulunan bezler,
dort tip epitel hiicreden olusur. Bunlar; proliferatif hiicreler, salgi olusturan hucreler,
silyali hicreler ve bazal hucrelerdir. Proliferatif hicrelerin sitoplazmalar bazofiliktir,
¢ekirdek kromatinleri yogundur. Proliferasyon doneminde, hiicre sayisi artar ve bez
epiteli; yalanci ¢cok kath epitel seklinde goralir. Salgi hicreleri, misindéz olmayan salgi
Uretir. Salgi hicreleri, tuba uterina hicrelerine benzer hicreler, vakuolstiz, vakuolli
hicre olarak ¢ farkli yapidadir. Silyali hicreler, proliferasyon déneminde daha
belirgindir. Geng silyali hdcreler, piramit seklinde ve bazal laminaya yakindir.
Sitoplazmalarn acgik renkte olup seffaftir. Bazal hicreler de yodun kromatin iceren
belirsiz bir g¢ekirdekgik goérilir. Cekirdekte ise yogun kromatin gdzlemlenmektedir
(S6zen 2008).

2) Stratum bazale, fonksiyonalis tabakasinin altinda, endometriyumun 1/3’lGk
taban kismini olusturur. Menstruasyon sonrasinda, fonksiyonel tabakaya kaynak
olusturan bazal tabakadir (Ross ve Pawlina 2014, Kdse 2011). Stratum bazaliste
dokilme gorilmez (Sdézen 2008). Stratum fonksiyonale tabakasi; kandaki progesteron
ve Ostrojen dlzeyindeki degisikliklerden ve endometriyumdaki spiral arterlerin
kanlanmasindan etkilenirken, stratum bazale tabakasi; hormonal degisikliklerden

etkilenmez (Kierszenbaum 2006).
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Sekil 2.3 insan endometriyumunda luminal epitelde, fonksiyonelis ve bazalis’in histolojik olarak
gorinimi (WEB-4).

Endometriyumda ¢ok ézel bir damar sistemi vardir. Endometriyumu besleyen
kan damarlari, periyodik olarak stratum fonksiyonale tabakasinin dékilmesinde énemili
goreve sahiptir (Junqueira ve Carneiro 2009). Uterin arter, miyometriyumda anastomoz
yapan 6-10 arkuat arter seklinde dallara ayriir (Ross ve Pawlina 2014).
Miyometriyumun orta tabakasinda dairesel olarak yerlesmis bulunan arkuat arterler,
endometriyumun beslenmesi igin 2 grup damar sistemine ayrilirlar. Duz arterler, bazal
bélumu beslemekle goérevlidir (Junqueira ve Carneiro 2009). Spiral arterler, yukari
dogru uzanir ve fonksiyonalis tabakasina kan tasir. Spiral arterler, stratum
fonksiyonalis tabakasinin Ust boélumlerinde incelerek, arteriol ve kapilleri olugturur
(Ross ve Pawlina 2014). Kapiller, damar agdi yuzey epitelinin altinda yer alir. Arterioller,
kapiller damar agini beslemekle gorevlidir (S6zen 2008). Menstrual siklus sirasinda
spiral arterlerin ve diuz arterlerin proksimal parcalari, herhangi bir degisime ugramaz

(Ross ve Pawlina 2014, Junqueira ve Carneiro 2009).

Yeni doganda endometriyum, proliferasyon evresindeki yapidadir ve bu yapida
iki hafta icinde gerileme meydana gelir. Ergenlik déneminden dnce endometriyum, tek
katli algak boylu kibik epitelle doselidir ve zayif bir stroma ile desteklenir. Tlbller bez
sayisi ¢ok azdir ve aktif degildir. Menstrual doénglnin goérildigli dbénemde
endometriyum, tek kath prizmatik epitel ve lamina propria'dan olusur. Menopozda
endometriyum, tek katli algak boylu kibik epitelle déseli ve ince gérinimltdir. Bezler

genisleme gosterir, stroma sikilasir (Sézen 2008).
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Menstrual dongl evrelerine goére fonksiyonel tabakanin mikroskobik 6zellikleri
degisiklik gosterir. Menstrual déngu, yaklasik 28 glin surer ve 3 evreden meydana gelir.
1. Proliferasyon (Cogdalma, folikller) evresi
2. Sekresyon (Luteal, progestasyonel) evresi

3. Menstrual evre (Eroschenko 2016).

Proliferasyon (Folikiller veya Ostrojenik) evresi, menstruasyon déneminde
dokulen epitelin yenilendigi evredir. Bu evre, yaklasik 9 gun surer (Ross ve Pawlina
2014, Eroschenko 2016). Proliferasyon evresi, buyuyen ovaryum folikullerine bagl
olarak artan 6strojen seviyelerinin etkisi altinda olup, endometriyumun rejenerasyonunu
saglayabilmek icin epitel, stroma ve vaskuler endotelin gogalmasini saglar (Kim ve Kim
2017). Ovaryumda foliklller olgunlasir ve &strojen sentezlemeye baslar. Proliferasyon
evresinin baslangicinda bezler diz, kisa ve dar yapidadir. Lamina propria, kompak
halde goérulir (Kierszenbaum 2006). Evre ilerledikge bezler hizla yukari dogru blyur ve
kivrimli bir yapi halini alir. Bez yapilarinda ve stromada, mitotik hiicreler goralir (Berne
vd 2008). Lamina propriada hafif 6dem gorilir. Son evrede mitoz artmistir. Stromal
hicreler kollajen ara madde salgilarlar ve prolifere olurlar. Endometriyum yeniden
olusurken spiral arterler uzar. Endometriyumun Ugte birlik kismina uzanmazlar (Ross
ve Pawlina 2014).

Menstrual siklusun 14. giini ovulasyon ile baglayan sekresyon evresi, siklusun
28. gunune kadar devam eder (Kdse 2011). Salgilama déneminin baslarinda,
Ostrojenin etkisi ile salgilanan Luteinizan hormon (LH) en ylksek seviyeye ulagir.
Ovulasyonun gergeklesmesini ve korpus Iluteumun gelismesini saglar. Korpus
luteumdan salgilanan progesteronun etkisi ile stratum fonksiyonalede degisiklikler
meydana gelir. Damarlanmanin artmasi ve stromadaki 6deme badh olarak
endometriyum kalinlasir. Bez yapilari gelismeye baslar. Stroma igcinde bezler daha
fazla kivrilir, dallanir ve lumenleri genisler (Ovalle ve Nahirney 2009, Kierzszenbaum
2006). Bezlerden salinan mukazal salgi maddesi artar. Glikojenden zengin, mukoid bir
madde ile dolar. Artan salgi maddesi, embriyonun yasamasini ve endometriyuma
yapismasini kolaylastiran glikoproteinleri, glikojenleri ve glikolipitleri icerir (Berne vd
2008). Spiral arterler uzar ve kivrilarak, endometriyum ytzeyine kadar uzanirlar (Ross

ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006).

Endometriyum yumusak, kalin ve bol damarl bir yapi halini alir. Arterio
spiralislerin sayisi artar (Kierzszenbaum 2006). Artan &strojen seviyesi ile servikal

mukus, spermlerin uterusa gecisini kolaylastiracak sekilde incelir, yapigkanhgi azalr
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(Berne vd 2008). Stroma hicreleri de genisleyerek, glikojenden zengin desidua
hicrelerine dénismeye hazirlanir (Ross ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006).
Desidua hicrelerine donismeyi uyaran etken, blastosistin uterusa implantasyonudur.
Doéllenme gerceklesmisse, depolama ve aktif salgilama devam eder. Stromal hicreler,
desidua hucrelerine donusir. Desidualizasyon; endometrial stromal fibroblastin
embriyo implantasyonu ve gebelik olusumu icin kritik olan farkli desidual hicrelere,
morfolojik ve biyokimyasal donusimudur (Estella, vd 2012). Déllenme olmazsa korpus
luteum’un iglevi azalir, progesteron ve Ostrojen salgisinda dusis ve nekroz baslar
(Ross ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006).
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developing
Corpus Wteum
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Sekil 2.4 Utersun menstrual déngu boyunca degisimi (WEB-5)

Menstruasyon (kanama) evresi, progesteron salgisinin durmasi ile Iokositlerin
akisl, spiral damar vazokonstriksiyonu ve VEGF ekspresyonu ile gergeklesir. Bu
evrede endometriyum kalinhigr azalir ve bezler kisalir. Kanamadan 2 gin 6nce, spiral
arterler aralikli olarak kasilir ve endometriyum kanlanmasi azalir. Daha sonra kalici
olarak kasilirlar ve fonksiyonalis katmanina kan akimi engellenir. Olusan iskemi, damar
duvarlarini ve fonksiyonalis tabakasinin bir kismini nekroza ugratir. Kasilmalar sonucu
kan damarlar yirtiir ve kanama baslar. Progesterondan bagimsiz ve geri ddntisimsiz
hale gelir ve |6kositler, hlcresel zarlarin pargalanmasi ve hicre digi matriksin
¢ozlinmesi icin matris metalloproteazlari salgilar. Kan, uterin sivi, stromal ve epitel

hicreleri vajinal akintiyi olugturur (Mihm vd 2011, Ross ve Pawlina 2014).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Estella%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22911744
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2.4. Siganlarda Ostrus Siklusu Evreleri ve Ozellikleri

Puberta ile baslayan siganlarin menstrual déngusu, 14 ginde bir gergeklesir ve
ortalama 4-5 gun surer. Bu kisa sure, preklinik calismalar icin sican kullaniminin
onemini arttirmaktadir (Marcondes vd. 2002). Sicanlar, cinsel olgunluga 50-60 gunluk
iken ulasirlar. Ostrus asamalarini belirlemek icin vajinal smear yontemi kulanilarak
vajinal sitolojiye bakilabilir. Bu ydntem, arastirmacilarin hayvanin éstrus dénemini
belirlemeleri icin hizli ve pratik bir yontemdir (Westwood 2008, Saruhan ve Dereli
2016). Vajinal smear yontemi, vajinal duvardan suruntu alinarak ya da vajinal yikama
ile gerceklestirilir. Alinan 6rnekler, preparatlar Uzerinde sekil 2.5te goraldigu gibi
mikroskop altinda incelenmesi, hicre tiplerinin (epiteliyal veya kornifiye hicre,

I0kositler) histolojik olarak degerlendirilmesi ile evreler belirlenir (Bozoglu 2013).

Sicanlarda 06strus siklusu; prodstrus, 6strus, metadstrus ve didstrus olmak

Uzere dort evreden olusmaktadir.

2.4.1. Proostrus

Ostradiol ve LH, en yiiksek diizeye ulasir. Folikiil stimule eden hormonda (FSH)
az bir artis gorGlir. Yaklasik 12 saat slUrer. Endometriyum ylzey epitelinde,
proliferasyon gorulir. Tek kath prizmatik epitel hucreleri uzayarak, yuksek prizmatik
hicrelere donusir (Ekizceli 2015). Pro6strus evresinin  baglangicinda vagina
sitolojisinde superfisial ve parabazal hicreler az sayidadir ve baskin hicre tipi
intermediyer hicredir. Smear degerlendirmesinde 16kosit ¢gok az goérilir ya da hig
gorulmez, nukleuslu epitel ¢cok fazladir ve kornifiye hicre nadir olarak gorulmektedir
(Karakug 2012).

2.4.2. Ostrus

Ciftlesmenin oldugu doénemdir. Yaklasik 12-14 saat sirer. LH'In en ylksek
seviyeye ulasmasiyla ovulasyon gergeklesir. Uterus epitelinde proliferasyon artik
gerceklesmez. Epitelde, yalanci ¢ok kath epitel izlenebilir (Ekizceli vd 2015). FSH, en
yiksek degerine ulasir. Ostradiol dizeyi azalir ve en alt diizeye iner. Progesteron
dizeyi artar. Ovllasyon gergeklesir. Ciftlesme olmus ise vajinal plak gorilur. Vajinada
kornifiye hucrelerde artis olur, epitel 7-11 hlcre kati seklinde gorulir. Evrenin

baslangicinda parabazal ve bazal hlcreler az sayidadir, ortalara dogru hicreler
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kaybolur. Smearde |6kosit, kornifiye hicreler ve buylk bazofilik epitel hlicreleri goraltr
(Karakus 2012, Westwood 2008).

2.4.3. Metaostrus

Bu evrede disi, ciftlesmek icin erkegi kabul etmez. Yaklasik 21 saat boyunca
surer (Ekizceli vd 2015). Estradiol seviyesinde artis olur. Progesteron, ylksek seviyede
kalir. Metadstrus’ta vajinada ylzeyel hlcrelerde azalma goérilur, epitel 5-9 hicre; kat
seklinde gdzlenir. Bazal ve parabazal hlcrelerde ve |6kositlerde artis olur. Uterusta
endometrial epitel hucrelerinin dejenerasyonu devam eder. Mitotik aktivite yeniden
baslar. Smearde I6kosit bol miktarda gdérulir, nikleuslu epitel yoktur, kornifiye hiicre
cok azdir, bazofilik hiicreler vardir (Web- 6, Westwood 2008).

2.4.4. Diostrus

Siklusun bu evresinde, epitel dokuda rejenerasyon baslar ve yaklasik 57 saat
surer. Kanda LH ve FSH duzeyleri dusuktir. Vajina epiteli, 10 hiicre kati seklinde
gorular. Uterusta, algak boylu kolumnar epitel gozlenir. Baslangigta mitotik hlcreler
gorulir. Az sayida da olsa, dejenere hiicre de bulunmaktadir. Didstrusun sonunda
0dem gozlenir. Smearde az miktarda mukozal yapi, bazofilik hucreler, kornifiye
hicreler, nukleuslu epitel hicreleri ve I6kositler bulunur (Karakus 2012, Westwood
2008).
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Sekil 2.5 Sicanlarda goérilen menstrual dongu evrelerine ait smear sitolojik géruntaleri (WEB-6).

2.5. implantasyon

implantasyon, embriyonun uterus endometriyum epitel yiizeyine yapisip,
plasentay! olusturmak igin maternal yapiya girdigi sureg olarak tanimlanir (Kim ve Kim
2017). implantasyon elde etmek icin, uterusun yapisal ve fonksiyonel yeniden

sekillenmeye tabi tutulmasi gerekir. Bu sekillenmeye aracilik eden ana hormonlar,
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Ostrojen ve progesterondur (Das vd 1997, Marquardt vd 2019). Basarili bir
implantasyon i¢in uygun bir blastosistin, alici bir endometriyuma uygun sekilde
zamanlanmis gelisimi gereklidir. Endometriyum, “implantasyon penceresi” doneminde
sadece kisa bir sireligine blastosisti kabul eder (Kim ve Kim 2017). implantasyon
penceresi, LH dalgalanmasindan 6-10 gun sonra, 28 gunlik normal bir adet
dongusunin  20-24. glnleriyle sinirhdir (Van Mourik vd 2009). Embriyo ve
endometriyum arasinda &zel bir diyalog vardir. Once oositin geligimini ve
endometriyumun olgunlagmasini saglayan bu diyalog, ardindan blastosist tarafindan
embriyo oryantasyonunu, apozisyonu, yapigsmasini ve endometrial istilasini saglar
(Diedrich vd 2007). Endometriyum, embriyo igin bu donemin diginda reseptif 6zellik
gOstermemektedir (Sharma ve Kumar 2012). Hicre-hiicre yapismasi, blastosist
implantasyonu sirasinda gerceklesen &6nemli bir olgudur (Abban vd 2005).
implantasyonun, matriks maddelerinin, adezyon molekiillerinin ve matriks maddeleri
icin ylzey alicilarinin sentezi ile senkronize bir sekilde gerceklesmesi gereklidir
(Sharma ve Kumar 2012).

2.5.1. implantasyon 6ncesi embriyodaki gelismeler

Fertilize olmus ovum, uterin kavitede mukozal dokuya géomdulebilmek igin tuba
uterinadan uterin kaviteye gecerken birtakim degisikliklere ugrar. Zigotta yariklanma
meydana gelir ve mitotik boélinmeler ile hicre sayisi artar. Mitotik bolinmeler
sonucunda, blastomer olarak adlandirilan hicreler olusur ve 16 blastomerli zigot,
marula denen hicre kltlesi halini alir (Bozdogan 2004). Fertilizasyondan yaklagik 3
gln sonra zona pellusida ile gevrili marula, uterin kaviteye gecer. Yaklasik 24 saat
kadar uterusta serbest bir sekilde ylzer. Hlcre boélinmeleri ve gelisim devam eder
(Ross ve Pawlina 2014). Uterus boslugundaki sivi, zona pellusida i¢ine girip hucreler
arasinda bosluklar olusturur. Olusan bosluklar buylr ve birlesmeye baslar. Blastosél
denilen tek bir bosluk olusur, embriyo ise blastosist adini alir. Blastosist’'de kutuplagsma
meydana gelir ve olusan i¢ hicre kitlesi embriyoblast, dis hicre kitlesi trofoblast olarak
adlandirihr (Vardi 2011). Trofoblast hiicreleri, plasentanin embriyonik kismini olusturur.
Embriyoblast, blastosist bogluguna dogru ilerler ve trofoblastlar, blastosistin duvarini
meydana getirirler (Moore ve Persaud 2002). Trofoblastlar tarafindan tripsin benzeri
enzimler sentezlenir ve uterus sivilarinin etkisiyle zona pellusida erir. Embriyo,

fertilizasyondan 6-8 giin sonra endometriyuma implante olur (Vardi 2011).
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2.5.2 Endometriyumun implantasyona hazirlanmasi

implantasyon icin endometriyumda cgesitli degisiklikler meydana gelir. Yapisal,
hicresel ve molekiler olaylar, es zamanli ve senkronize bir sekilde gerceklesmelidir.
Endometriyumda gorilen baslica degisiklikler; adezyon molekilleri, bliyume faktorleri,
sitokinler, kemokinler, immunglobulinlerin ekspresyonu, homeoboks genleri (Ozellikle
HOXA10ve HOXA11), pinopodlarin olusumudur. Tim bu degisikler, dstrojen ve
progesteron tarafindan duzenlenmektedir (Kim ve Kim 2017, Galliano ve Pellicer
2014). Bu tur seks steroid hormonlari, endometriyumun c¢ogalmasi ve aliciligi icin

gerekli olan endometrial gen ekspresyonlarini da dizenler (Galliano ve Pellicer 2014).

Ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra luminal epitel hiicrelerinde yer alan dizenli
mikroviluslar yerini pinopodlara birakir (Rarani vd 2018). Liminal epitelde bulunan
apikal hiicre zar Gzerindeki hlcre zar cikintilari olan pinopodlar, elektron mikroskobu
ile gorsellestirilebilirler (Nikas ve Aghajanova 2002). Gértinumleri, dénguye baghdir ve
progesteron kontroli altindadir. Pinopodlarin gérindiglu spesifik zamansal ve
mekansal ifade, implantasyon penceresiyle aynidir (Rarani vd 2018). Duzenli
menstural siklusa sahip kadinlarda yapilan calismada, yumurtlama sonrasi 6. gunde
endometrial biyopsilerin %78'inde pinopodlarin olustugu bildirilmistir. Pinopodlarin iglevi
tamamen acik dedildir. Pinopodlar, implantasyon penceresi doneminde bulunduklari
icin implantasyon belirteci olarak degerlendirilirler. Yokluklarinin implantasyon
basarisizhigi ile iligkili olmasi nedeniyle, pinopodlarin klinik agidan degerlendiriimeleri

uygun olabilir (Hoozemans vd 2004).

Bazal membranda kalinlik azalir. Hicre vylzeyi molekullerinin, lateral
dagiliminda degisiklikler meydana gelir. Desmozomal proteinlerin yogunlugu azalir.
Lateral membrandaki siki baglanti dagilimi degisir. Ovaryum steroidleri tarafindan
dizenlenen 6zgln gap junctionlar, implantasyonun oldugu epitelde acgida cikarlar
(Gokgimen 2004, Aplin ve Ruane 2017). Endometrial hazirlik evresi, gebeligin erken
evreleri ve normal embriyo olusumuna miRNA'lar da dahil olmuslardir ancak

miRNA’larin hamilelik agisindan rolleri belirsizdir (Galliano ve Pellicer 2014).

2.5.3. implantasyonun ilerleyen déneminde meydana gelen degisiklikler

Blastosist, gebelikten yaklasik 6-7 gin sonra uterusa yapisir ve plasenta

olusumu baglar. Embriyo, endometrial epitele cogunlukla embriyonik kutup bélgesinden
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tutunur. Hizla bdlinmeye baslayan trofoblast hicreleri, sitotrofoblast ve
sinsityotrofoblast olarak iki farkli tabakaya ayrilir. Sitotrofoblastlar, i¢ kisimda hicresel
trofoblastlari olustururlar. Sinsityotrofoblastlar, dis kisimda bulunur ve hicre siniri
goérulemeyen c¢ok cekirdekli bir kitle seklindedir. Sinsityotrofoblast tabakasi
(sintrofoblast); endometrial epitele dogru uzantilar olusturur, bag dokusu icinde ilerler,
maternal dokulari pargalayan bazi enzimler salgilar ve parcalanmis maternal
dokulardan beslenir. ig hiicre kitlesinin i¢ kisminda, hipoblast olarak adlandirilan kiibik
hicre tabakasi olusur. Yuksek prizmatik hiicrelerden olugsan kalin kismina ise epiblast
denir (Moore ve Persaud 2002).

Sinsityotrofoblastlar, uterus kapillerlerinin ve bezlerin bulundugu endometrial
stromayl invaze ederler ve endometriyumun igine gomduldrler. Sinsityotrofoblast
hiicreleri, invazyonu saglayan proteolitik enzimler salgilar. implantasyon bélgesinin
etrafindaki stromal hcreler; glikojen ve lipit ile dolu, polihedral gérinimli desidual
hucrelere donusur. Desidual hucreler, embriyonik beslenmeye kaynak olugtururlar.
implantasyon gerceklesirken, i¢ hiicre kitlesinin iginde kiiciik amniyotik kavite olusmaya
baslar. Epiblasttan ayriip kaviteyi cevreleyen hicreler (amniyoblast), amniyonu
olusturur. Hipoblast hicreleri ise ekzosoélomik kavitenin c¢atisini olusturmak igin
cogalirlar ve ekzosdlomik membran ile kaviteyi olustururlar. Ekzosdlomik kavite vitellis

kesesini meydana getirir (Moore ve Persaud 2002).

Gebe kaldiktan yaklasik sekiz gin sonra, sinsityotrofoblast lakiina adi verilen
dizensiz bosluklar gorilir. Bu lakinalar, uterus sekresyonlarindan kaynaklanan
sivilarla  doldurulur ve aralikli  bosluklari  olusturmak icin birlesir. Kalan
sinsityotrofoblastlar ise, plasental villdz agacinin temelini olustururlar. Bu nedenle,
plasentanin ¢ temel alani; embriyoya bakan erken koryonik plaka, aralikli alanin ve
villéz agacin gelisiminde yer alan lakiner sistem ve maternal desiduaya bakan ilkel
bazal plaka olarak tespit edilebilir. Desidua yoluyla litik aktivitesi sayesinde,
sinsityotrofoblast anne kilcal damarlarina ulasir ve erozyona ugrar. Lakinada az
saylida anne kan hucresinin ortaya ¢ikmasina izin veren bu durum, plasentadaki ilkel
maternal dolasimin habercisidir. Gebe kaldiktan vyaklasik 12-13 glin sonra,
sitotrofoblast hicreleri sinsityotrofoblast igine nufuz ederek, aralikli ¢ikinti yapan primer

trofoblast villusunu olugturur (Avagliano vd 2016).

Sitotrofoblast hicrelerinin sinsityotrofoblast icine nufuz etmesiyle primer villus
gelisir. Ekstra embriyonik mezoblast, birincil villus igine nifuz ederek mezenkimal

¢ekirdegdi olusturur. Primer villusu icinde yer alan embriyonik mezoblast ve mezankimal
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¢ekirdegin bir arada bulundugu bu yapi, sekonder villus olarak adlandirilir. Sekonder
villusun, mezoblast hlcreleri arasinda, hematopoetik hiicrelerin gelismesiyle olusan
yapiya tersiyer villus adi verilir. Bu villuslardan bazilari, 15. ginden sonra,
sinsityotrofoblasti istila eden, maternal dokulara ulasan ve sitotrofoblastik ankraj
kolonlarini olusturan, bir sitotrofoblastik hiicre havuzu icerir. Bunu takiben bazi
sitotrofoblastik htcreler, villusdan ayrilir ve invaziv fenotipli 6zel bir hicre tiri olan
ekstravilldz trofoblasta farkhlasir. Daha sonra bu hicreler, maternal desiduaya girer,
maternal spiral arterlere ulagir, damar duvarini agindirir ve spiral arterleri strekli akigli,

dusuk direngli tiplere donlsturdr. Bu adimla fetal dolagim baslar (Avagliano vd 2016).

Olgun plasentanin organizasyonu, genellikle G¢ ayri katmanla tanimlanir. Apikal
tarafta (en dis konum) implantasyon bolgesi; ikincil trofoblast dev hlcrelerinin bir
tabakasi ile maternal desidua'dan ayrilir. Hormon Ureten bu dev hicreler, adlarini
blayUk yapidaki hicrelerden alirlar. Birbirini izleyen endoreduplikasyon turlari yoluyla,
500'den fazla DNA icerigi kopyasi biriktirebilen poliploid ¢ekirdek olusur. Bu hicreler
proliferatif degildir, daha c¢ok diploid trofoblast 6ncilerinden kaynaklanir. Bu diploid
hicreler, gelisim sirasinda ¢ok dinamik olan bir ara tabaka olan spongiotrofoblast
tabakasi ile sinirlidir (Lefebvre 2012).

Spongiotrofoblast  katmani; iki ana  trofoblast populasyonu  olan
spongiotrofoblast hucreleri ve glikojen hucrelerinden olugur. Her iki hicre tipinin
gelisimi ve islevi tam olarak bilinmemekle birlikte glikojen hucrelerinde glikojen biriktigi
bilinmektedir. Baglanti bolgesinin ana islevlerinden biri, endokrin bdlme islevidir.
Korpus luteumdan, progesteron salgilanmasini surdirmek igin, baglanti bdlgesi ve
ikincil dev hicrelerin  spongiotrofoblastlari, gebelik sirasinda prolaktin  benzeri

hormonlar, laktojenler ve sitokinler tretir (Coan vd 2006).

Embriyonun yakininda yer alan, maternal ve fetal dolagim arasindaki ana besin
ve gaz alisverisinin saglandigi bdlge, labirent tabakasidir. Epiblasttan turetilmis olan
ekstraembriyonik mezodermal endotel hucreleri ile kapli yogun bir fetal kilcal damar
agi, bu tabakanin buylk kismini kaplar. Cok ¢ekirdekli sinsityotrofoblast tabakasi ve
maternal sinlzoidlerde bulunan mononikleer trofoblast dev hicre tipinden olusan
labirent trofoblast hicreleri; fetal endotelyumu, maternal kandan (trichorial plasenta)

ayirir. Bu hacre tiplerinin timu koryonik ektodermden turetilmistir (Lefebvre 2012).

Olgun bir plasentanin maternal kismi, plasenta septumlari olarak adlandirilan

ve desidua bazalisten gelisen 30-35 loba aynlir. Septumlar, koryonik plaga dogru
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uzanir. Her lob, birden fazla kotiledondan olusur. Kotiledonlar, ana kdok villus ve onun
dallarindan meydana gelmektedir. Gébek kordonu, kivrintili bir yapiya sahiptir ve
koryon plagina baglanir. Oksijenden fakir 2 umblikal arter ve oksijenden zengin kan

tasiyan umblikal ven icerir.

Plasenta, maternal ve fetal kisimlardan meydana gelir. Anneya ait plasental
kisim, desiduadan olusur. Desidua 3 kisimdan meydana gelir.

1. Desidua bazalis, plasentanin maternal kismini olusturur. Desidua bazalis ile
karsilikli koryonik villuslar gelisme goésterir ve koryon frondozumu olustururlar.
Desidua kapularis, embriyoyu ve koryon kesesini kaplayan ylzeysel tabakadir.
Desidua pariyetalis, embriyonun bulunmadigi uterus boslugunda yer alan
tabakadir (Kierzszenbaum 2006).

Villuslar, koryonik yuzeyin tim kisimlarini kaplarlar. Buyiume devam eder ve
desidua kapsularisin Uzerinde bulunan villuslar, dejenere olurlar ve koryon leave’ i (duz
koryon) olustururlar. Desidua bazalis ile karsilikli olan villuslarin sayilari ve boyutlar
artar ve yuksek diizeyde dallanir. Plasentanin fetal komponenti olan koryon frondozum
ya da villoz koryonu meydana getirirler. Villuslarin plasentadan ciktiklari tabakaya,
koryonik plak denir (Ross ve Pawlina 2014). Koryonik plaktan kéken alan her bir villus,
mezenkimal bad doku o6zu (villus stromasi) ile fetal kan damarlari arterioller ve
kapillerler igerir. Mezenkimal bag doku da 2 ana hucre tipi bulunmaktadir.

1. Hofbauer hucreleri olarak adlandirilan fagositik hticreler,
2. Ekstraselller matriks elemanlarinin ve cesitli tip kollajenlerin sentezini yapan ve

fibroblastlara farklilasabilen mezenkimal hicreler.

Mezenkimal 6z, iki hicre tipi ¢gevreler. Bunlar; maternal kan ile temasta olan
sinsityotrofoblast hucreleri ve bazal lamina ile desteklenen, sinsityotrofoblastlarin

altinda bulunan sitotrofoblast hicreleridir (Kierzszenbaum 2006).

2.6. MikroRNA

MikroRNA'lar, gen ekspresyonunu duzenleyen ve 6zellikle Greme biyolojisinde
onemli bir role sahip olan evrimsel olarak korunan, 18-25 nukleotit uzunlugunda protein
kodlamayan RNA molekulleridir (Shen vd 2013). Yapilan c¢alismalarda, insanda
yaklasik 1800’Un Uzerinde miRNA oldugu ve insanlarin genlerinin yaklasik %30-60’inin

bu miRNA’lar tarafindan transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede
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dizenlendigi duasinilmektedir (Selguk ve Turkélmez 2016, Celik vd 2013).
miRNA’larin; hlicre dénglsu, hicre farklilasmasi, embriyo gelisimi (Zheng vd 2017),
kadin ve erkek Ureme sisteminin fizyolojik strecleri gibi ¢ok cesitli biyolojik sureclerde

temel rol aldiklari tespit edilmistir (Selguk ve Tirkdlmez 2016, Shen vd 2013).

Kesfedilen miRNA’lar'in karisikliga neden olmamasi amaciyla bir isimlendirme
sistemi gelistiriimistir. Ornegdin hsa-miRNA-200 ifadesinde yer alan hsa; Homo sapiens,
miRNA; mikroRNA ve 200 (sayisal ifade) de; miRNA tlrunun kegfedilme sirasini ifade
etmektedir. Benzer yapiya sahip olan miRNA'lar (miRNA sisters), sayisal ifadeyi takip
eden bir kiguk harf ile ayirt edilirler. (")rnegin; mMiRNA-200b ve miRNA-200c, sekans
icinde ¢ok benzerdir (Carlberg ve Molnar 2014).

MikroRNA'lar1  kodlayan, yuksek seviyede korunmus ve kendi nukleotid
dizilerine komplimenter hedef genleri tanima 06zelligi bulunan gen bdlgeleri vardir.
Normal ve patolojik dokular arasinda farkli seviyede ifade edilen miRNA'larin tespitinin,
infertilite icin 1sik tutabilecegi distnilmektedir (Karagin vd 2014). miRNA
aktivitesindeki degisiklikler, implantasyon ve menstrual dongl UGzerinde olumsuz etki
olusturma potansiyeline sahiptirler (Hull ve Nisenblat 2013). miRNA ekspresyon
profilleri; infertilite, endometriozis ve preeklampsi dahil olmak Uzere cesitli patolojik
jinekolojik kosullarda tanimlanmistir (Zheng vd 2017). Endometrial disfonksiyonda,
iatrojenik mMIiRNA manipllasyonunun endometrial bozukluklari dizeltmesi de
mumkuindir. Bununla birlikte, endometrial miRNA fonksiyonu ve miRNA’nin glvenli
manipulasyonu hakkinda, klinik kullanima ge¢gmeden 6nce daha fazla bilgi gereklidir
(Hull ve Nisenblat 2013).

Spesifik miRNA'lar; blastosist aktivasyonunu, embriyo implantasyonunu ve
embriyo gelisimini dizenleyen insan embriyonik hicrelerinde, yuksek oranda eksprese
edilirler. Anne ig¢in, menstrual déngu, uterus aliciligl, stromal desidualizasyon ve
benzeri iligkili embriyo implantasyonlari sirasinda farkh miRNA'lar eksprese edilmekte

ve salgilanmaktadir (Zheng vd 2017).

Menstrual siklusun, gec¢ proliferasyon ve orta sekresyon evresinde olan
bayanlardan izole edilen endometrial epitel hiicreleri kullanilarak elde edilen 12 adet
MIiRNA (miR-29b, miR-29¢, miR-30b, miR-30d, miR-31, miR-193a-3p, miR-203, miR-
204, miR-200c, miR-210, miR-582-5p, ve miR-345) ekspresyonuna bakildiginda,
sekresyon evresinde, ge¢ proliferatif evreye gobre ekspresyonlarin azaldig
gorulmektedir (Nothnick 2016).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nothnick%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26659492
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MikroRNA'lar; hiicre proliferasyonunu, hiicre gog¢uni ve / veya istilasini
dizenlerler ve miRNA-200 ailesinin Uyeleri, bu dizenleyici yollarda énemli rol oynarlar
(Nothnick 2016). MiRNA-200 ailesi uyeleri; miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141
ve miR-429 olarak tanimlanmiglardir (Zheng vd 2017). Hem insan, hem fare
dokularinda Cinko parmak E-box-binding homeobox 1 (ZEB1) and ZEB2 ifadesi ile ters
orantili ekspresyonlari vardir. Yapilan ¢alismalar, reseptif uterusta miRNA-200 ailesi
uyelerinin ekspresyonlarinin dusuk oldugunu gostermektedir (Nothnick 2016). Reseptif
uterus olusumu, infertilite ve duguklerde miRNA-200 ailesi Uyelerinin ekspresyonlari
hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur (Zheng vd 2017). Fare endometrial stromal
hucrelerinde, miRNA-200 ailesi Uyelerinin ekspresyonu, implantasyon sirasinda asagi
regule edilir (Liu vd 2016, Zheng vd 2017) ve insan desidualizasyon modelinde in vitro

olarak ekspresyonlari azalir (Zheng vd 2017).

Saglikli birey kontrol grubu, infertil, erken gebelik ve disik yapmis olan
kadinlarda yapilan g¢alismalarda, kan serumlarinda ve uterus dokusunda miRNA-200
ailesi Uyeleri arasinda en duyarli ve spesifik belirtecin miRNA-200c oldugu bildirilmistir
(Zheng vd 2017). RL95-2 ve Ishikawa endometrial hicrelerinin, In vitro olarak tarama
elektron mikroskobu ile yapilan incelemelerinde, belirgin morfolojik degisiklikler
g6zlenmistir. Daha yuksek miRNA-200c seviyesine sahip hicrelerin, uterus aliciiginin
bir belirteci olan hicre ylzeyinde, daha az pinopod yapisina sahip olduklari

gorulmustur (Zheng vd 2017).

2.7. integrinler

integrinler, tim hiicrelerde hiicre yiizeyinde bulunurlar. Hiicre-hiicre ve
hiicre matriks etkilesiminde gérev alirlar (Lessey vd 1992). integrinler, transmembran
glikoprotein ailesi Uyesidir. Kovalent olmayan etkilesim ile bir arada duran alfa ve beta
alt birimleri vardir. Her alt birim; hlicre digi bir alan, bir zar 6tesi bélge ve hiicre igi bir
alan icerir (Singh ve Aplin 2009). Yapilan ¢alismalarda integrinlere ait 18 alfa ve 8 beta
alt birimi tanimlanmistir. integrin a ve B alt Gnitelerinin ézel kombinasyonuyla, ligand

spesifitesi belirlenir (Hynes 2002).

integrinler; embriyolojik gelisim, implantasyon, yara iyilesmesi, hemostazis,
trombozis, savunma mekanizmalari gibi fizyolojik olaylarda goérev alirlar. Cesitli hicre

disi matriks ligandlari i¢in reseptdr gorevi goren integrinler, baglanma ve sinyal iletimi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nothnick%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26659492
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nothnick%20WB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26659492
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yoluyla hicresel fonksiyonun modilatorleri olarak islev goértrler (Carson vd 2000,
Sensoy ve Oznurlu 2009). integrinler; hicre-disi matriks glikoproteinlerinde, bazi
kompleman proteinlerinde ve bazi hiicre yuzeylerinde bulunan arjinin-glisin-aspartik
asid (RGD) aminoasit dizilerine sahip molekillere baglanir (Carson vd 2000, Guc
2004).

Endometrial B3 integrin ekspresyonu, implantasyon sirasinda yilkselen ve
implantasyon icin yararli bir belirte¢ olarak gdsterilen bir hiicre adezyon reseptori
olarak tanimlanmistir (Dorostghoal vd 2017). Bazi integrin tipleri, menstrual dongude
dénemlere bagli sekilde ifade edilirler. Ornegin avB3 (menstrual dénginin 19.
Gununden, adet ginitne kadar) o431 (menstrual déonglnin 14.gundnden, 24.ginlne
kadar) ve a1B1 (menstrual donginin 28. glunidnde). Integrinler, uterus reseptivite
doénemini saptamak icin, imminohistokimyasal belirtecler olarak kullaniimaktadirlar
(llera vd 2000).

2.7.1. integrin avp3

Hem insanlarda hem de diger memeli tirlerinde avB3 integrin, implantasyon
sirasinda, endometriyuma hicre yuzeyi yapismasinda 6nemli goérevler Ustlenir (lllera
vd 2003). Integrin avf3, mezenkimden koken alan hiicrelerde ve kan damarindaki
cesitli hiicre tiplerinde (6rn., endotel hucreleri, diz kas hucreleri, fibroblastlar, makrofaj

ve trombositler) eksprese edilen en yaygin integrinlerden biridir (Kokubo 2007).

Endometriyumda, ilk olarak avB3 integrin hicre disi fonksiyonel ligandi
osteopontin (OPN) tanimlanmigtir. Diger integrin ligandlari, tablo 2.1. de belirtildigi gibi
endometriyumda bulunan; hicre digi matriks-kollajen-laminin, fibronektin ve vitronektin
molekulleridir (Hoozemans vd 2004). av33 integrin, birgok farkl liganda baglandigi i¢in
en karisik integrindir. Etkilesimlerini RGD motifi ile gergeklestirirler. avB3 integrin;
vaskuiler duz kas hucrelerinin gocl, osteoklastlarin kemik matriksine yapismasi ve
anjiogenezis gibi birgok biyolojik olayda aracilik etmektedir (Kokubo 2007). Plasenta ve
desiduadaki integrinlerin  ekspresyonu; integrinlerin, implantasyonun sonraki

asamalarina katihmini arttirmaktadir (lllera vd 2000).
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Tablo 2.1 integrinlerin endometriyum hiicrelerinde dagihmi ve hiicre disi matriks ligand
tercihleri (Lessey vd 1996).

Hucre Tipi Donguye Ozgu Degisiklikler
Ligand Bezler | Lumen | Stroma | Bezler | Lumen | Stroma
a1B1 | Col/LM -[++b | - -/+b + - +
a2B1 | Col/LM + -+ - - + -
a3B1 | Col/LM/FN + ++ -1+b - - +
a4B1 | FN ++ - - + - -
a581 | FN - - ++ - - -+
a6B4 | LM ++ ++ -[++b | - - +
a8pB1 | ? - - - - - -
a9B1 | Ten -[++b | ++ - + - -
avB3 | VN/OP/FN/FBIVWF | -/++b | -[++b | -/++b | + + +
avp5 | VN - - + - - +
avp6 | FN - + - - + -

col: collejen, VN: vitronektin, OP:osteopentin, LM:Laminin, FN Fibrinojen, vWF: Willebradn
faktor, Ten: Tenascin, b: Menstrual siklusa bagl olarak Negatif yada pozitif.

Menstrual siklusa bagh avB3 ve a4B1 integrinler, implantasyon penceresi
sirasinda luminal epitelde birlikte eksprese olurlar. avB3 ve a4B1in birlikte galisarak
embriyo tutunmasina yardimci olduklar digtnulmektedir (Sachin ve Reddy 2007).
avp3 integrin, sekresyon evresinin ortasinda, endometrial epitelyalde eksprese edilir,
implantasyon penceresinin etrafini gevreler ve desidual integrinler olusmasi ile bir Ust
diizenlemeye gecer. integrin V dimeri hem uterus epitelinde hem trofoblastta bulunur.
integrin V dimeri, RGD serilerine baglanir ve uterus epitelini trofoblasta baglamak igin
hicre-hticre etkilesimlerini meydana getirir (Hoozemans vd 2004). Trofoblastta bulunan
subunit V, endometriyumdaki osteopontini tanir, trofoblastta eksprese olan fibronektin
ve vitronektin ise endometriyumdaki subunit V ile etkilesime girer (Hoozemans vd
2004). Dongu etkilesimleri, embriyonun tutunmasini mamkdn kilar: Sekil 2.1.6 da
goruldugu gibi trofoblastik avB3, endometrial OPN'i tanir ve endometrial av33 trofoblast

tarafindan eksprese edilen vitronektin ve fibronektin ile etkilesir (Merviel vd 2001).
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Sekil 2.6 implantasyonda endometriyum embriyo integrin iliskisi (WEB-7)

implantasyon sirasinda integrinlerin ekspresyonu, maternal-embriyo tanima ve
basarili blastosist implantasyonu igcin ¢ok 6énemlidir. Endometriyumda avB3 integrinin
azh@ veya yoklugu, infertilite ile iligkilendirilebilir. implantasyon penceresinde avB3
integrin, uterusun bez epitelinde ve luminal epitelinde ekprese edilmektedir. avp3
integrin ekspresyonunun, implantasyon penceresiyle iliskilendiriimesi; endometriozis,
hidrosalpinks ve aciklanamayan infertilite dahil olmak Uzere belirli infertilite tipleri ile
integrin yoklugunun iliskilendiriimesi sebebiyle arastirmacilarin ilgisini uyandirmistir
(lllera vd 2000, Sachin ve Reddy 2007).

2.8. Sitokinler

Sitokinler, hicreler arasindaki iletisime aracilik eden kiigiik cok fonksiyonlu
glikoproteinlerdir (WEB-8). Sitokinler; hucre buyumesi, enflamasyon, yaralanma,
iyilesme ve sistemik yaniti da igcinde bulunduran enflamatuar olaylari ve bagisiklik
sistemini dizenlerler (Akdodan ve Yoéntem 2018). Sitokin genel bir isimdir. Diger alt
isimler; varsayilan iglevleri, salgi hlcresi veya eylem hedefleri temel alinarak
tanimlanirlar. Ornegin; lenfositler tarafindan Uretilen sitokinlere, lenfokinler denir.
interldkinler, bir Idkosit tarafindan yapilir ve diger I6kositler Uzerine etki eder.

Kemokinler, kemotaktik aktiviteleri olan sitokinlerdir (WEB-8).

Sitokinler baglica su ana gruplara ayrilimaktadir:
Blyume faktorleri (Epidermal biytime faktért (EGF) vb.),
Lenfokinler (IL-1, IL 2, IL3, IL 6, IL-18 vb.),

3. Koloni sitimule eden faktorler (LIF),
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4. Transforme edici blyime faktorleri (TGF- a; TGF-(),
5. TUumor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-B)
6. Interferonlar (IFN- a; IFN-B; IFN-y) (Glnes 1999).

Sitokinler, spesifik hlicre ylzeyi reseptorlerinin aracilik ettigi biyolojik etkilere
sahip olan ve embriyo-maternal etkilesimler sirasinda islevleri diizenleyen sinyallerdir
(Biba vd 2015). Endometriyum, sitokinlerin ve sitokin reseptorlerinin dnemli bir Uretim
bdlgesidir. Sitokinlerin hiicresel orijini degisir, ancak bircogu uterus desidualize stromal

hicrelerde, glandiler ve liminal epitelinde baskindir (Salamonsen 2000).

Cesitli sitokin dizileri, basarili bir embriyo implantasyonu ve erken plasenta
gelisimini kolaylastiran badisiklik adaptasyonu ve endometrial doku yeniden
sekillendirme olaylarinin duzenlenmesinde rol oynamaktadir (Jasper vd 2007). Sitokin
ekspresyon seviyelerindeki ve sitokin sinyallerindeki dengesizlikler, implantasyon
basarisizligina veya anormal yerlesime yol agabilirler. Bugline kadar incelenen sitokin
ve buylme faktorlerinden; IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-qa, IL-10, interferon-gama, LIF, IL-
11 ve TGF-B, EGF, heparin baglayici epidermal buylime faktéri (HB-EGF) ve insilin
blylime faktérinin, embriyo implantasyon sureci icin ¢ok dnemli oldugu belirtiimistir
(Biba vd. 2015). Endometrial sitokinler, konseptusun fetal bagisiklik reddinden
korunmasi, desidualizasyon ve yeterli plasental gelisim icin gerekli doku yeniden
sekillendirme islemlerini kolaylagstirmak ve gerekli I6kosit populasyonlarindaki

degisiklikleri dizenlemek icin karmasik aglarda hareket eder.

Uterus luminal ve glanduler epitel hicreleri, desidual fibroblastlar ve endotel
hicreleri; LIF, GM-CSF, IL-1, IL-1, IL-6, IL-12, TNF ve TGF dahil olmak Uizere birgok ek
sitokinin guclu kaynaklaridir (Jasper vd 2007). TGF-B immunsUpresiftir ve ayni
zamanda in vitro kultirlenmis insan endometrial hicrelerinde, LIF / IL-6 yolagi Gzerinde
etkilidir (Chaouat vd 2007).

Tablo 2.2 implantasyona katilan bazi sitokinlerin bulundugu lokalizasyonlar ve zamanlamalari
(Van Mourik vd 2009).

Sitokin | Infamatuar | Bulunma zamani | Endometriyum | Blastosist | Fertiliteye
etki etkisi

LIF + 18-28 gin + + +

IL1 + Sekresyon Evresi + +

IL6 + Desidualizasyon + + bilinmiyor
IL11 + Sekresyon Evresi + + Farelerde

yok
IL 18 - Desidualizasyon + bilinmiyor
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Sitokinler, dendritik hicrelerin ve makrofajlarin fenotipi ve islevi Uzerindeki
etkileri yoluyla, bagisiklik yanit sonuglarini dizenlerler. Sitokinler, implantasyon
basarisi igin gerekli olan vaskiler ve doku onarim degisikliklerine aracilik etmek igin
endotelyal hucreleri, epitelyal hicreleri ve stromal hicreleri hedef alirlar.
Endometriyumda  dlzenleyici  sitokinlerin  ekspresyonlarinin  degistiriimesinin,
aciklanamayan tekrarlayan dustklerin nedeni olma ihtimali, bu konuda c¢ok fazla

calisma yapilmasina neden olmustur (Jasper vd 2007).

2.8.1. LIF

LIF, pleiotropik (bir genin, birden fazla fenotipik etkiye sahip olmasi) olarak
Uretilen, indiklenebilen, ¢ok fonksiyonlu glikoprotein yapisinda, IL-6 ailesi Uyesi bir
sitokindir (Hoozemans vd 2004, White vd 2007). LIF, farkh hicre tiplerinde

proliferasyon ve farklilasmanin modulasyon faktérudir (Hoozemans vd 2004).

LIF yapisal olarak; IL-6, oncostatin-M, siliyer norotrofik faktér ve IL-11 dahil
olmak Uzere, ilgili sitokin ailesi ile ortak bir hiicre i¢i sinyal yolagina sahiptir (Van Mourik
vd 2009, Tawfeek vd 2012). LIF-R kompleksi, iki alt birim icerir: LIF'e 6zgl alt birim;
LIFR-beta ve glikoprotein 130 (gpl30) alt birimidir (Tawfeek vd 2012, Salleh ve
Giribabu 2014). LIF'in LIF-R ve gp130'a baglanmasi, sinyal iletim yollarini aktive eder.
LIF'in Hucre yuzeyinde, LIF reseptorine baglanmasi ile LIF reseptoru-beta (LIF-RB)
glikoprotein gp-130'u (IL-6 ailesi sitokinleri igin ortak sinyal reseptérl) baglayarak bir
reseptor kompleksini olusturur (White vd 2007). Uterustaki LIF sinyali, JAK/STAT
yolunda gergeklesir (Kimber 2005). Sinyal transduksiyonu, Janus ailesinin Gyelerinin
aktivasyonunu ve STAT ailesinin transkripsiyon faktérleri Gyelerinin fosforilasyonunu
icerir (Tawfeek vd 2012).

LIF, embriyonun preimplantasyon gelisiminde, sonraki implantasyon
asamasinda ve erken gebelikte dnemli rol oynamaktadir (Hoozemans vd 2004). LIF;
implantasyon icin uterus dizenlenmesi, blastosist blyimesi ve gelismesi, embriyo
endometrial etkilesimi, embriyo implantasyonu, desidualizasyon, implante embriyolara
karsi uterin inflamatuar yaniti ve trofoblast istilasi slreclerine aracilik etmektedir
(Salleh ve Giribabu 2014). LIF ekspresyonu, insan endometriyumunda ve falop
tipunde (Carson vd 2000, Tawfeek vd 2012) menstrual donguye bagh olarak, siklusun
21 — 24. gunleri arasinda implantasyon penceresi doneminde eksprese edilir
(Hoozemans vd 2004).
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Sekil 2.7 Embriyo implantasyonunda LIF'in bilinen rollerinin 6zeti (Salleh ve Giribabu 2014).

LIF:

I16semi inhibitor faktorii, HB-EGF: heparin baglayici-epidermal biiylime faktori, Ereg:

epiregulin, Ar: amphiregulin, E2: &strojen, P4: progesteron, IL: interlokinler, PG'ler:
prostaglandinler, COX: siklo-oksijenaz, NK: dogal katil, PPAR: peroksizom proliferator ile aktive
edilmis reseptor, PGE2: prostaglandinler E2, hCG: insan koryonik gonadotropin, MUC: miisin,
JAM: jonksiyonel adezyon molekiilleri

Embriyo implantasyonunda LIF'in bilinen rolleri, sekil.2.7.de d6zetlenmistir. Sekil

2.7.de harflerle ifade edilen her bir alani tek tek aciklamak gerekirse;

a.

LIF, reseptif endometriyumdaki EGF ve implantasyon genlerinin ekspresyonunu
arttirir.
LIF, sitokin ve prostaglandin Uretimini artirarak, stromal desidualizasyonu

uyarir.

LIF, implantasyon sirasinda enflamatuar yanita katilan spesifik [0kosit
toplulugunun tutulmasinda rol oynar.

Endometriyum ve blastosist tarafindan uretilen LIF, embriyonun biyimesini ve
gelismesini duzenler.

LIF ayrica pinopodlar ve adezyon molekulleri yoluyla, embriyo endometrial
etkilesiminin arttinimasinda rol oynar.

LIF, trofoblast hicrelerinin farklilagsmasini uyarir ve uterus stromalarini istila

etmek icin trofob6last kapasitesini artirir (Salleh ve Giribabu 2014)

Endometriyumda LIF ekspresyonu, proliferatif evre sirasinda distk kalir,

ovulasyondan sonra yukselir (Tawfeek vd 2012). Maksimum ekspresyon,
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implantasyon penceresi déneminde endometriyumda, luminal epitel ve endometrial
bezlerde eksprese edilir (Kimber 2005, White vd 2007). Farelerde hamileligin 1.
guninde (1. gun vajinal tikacin goézlem guna), farelerin endometrial bezlerinde énemli
bir LIF seviyesi eksprese edilir. Bu ekspresyon, gestasyonun 3. glniinde azalir. ikinci
bir LIF ekspresyonu artisi, implantasyon gini olan gebeligin 4. gininde uterus
bezlerinde meydana gelir. implantasyonu takiben 5. glinde, LIF ekspresyonu azalir ve

gebeligin geri kalaninda disuk bir seviyede bulunur (Carson vd 2000).

LIF mRNA'sinin ekspresyonu, gebeligin 1. gununde luminal epitelde ve daha
sonra gebeligin 4. glininde glandiler epitelde en ylksek eksprese edilir (Fouladi-
Nashta vd 2005). LIF proteini, sekresyon evresinde endometrial bezlerde
maksimumdur ve uterus sivisi, orta ila ge¢ sekresyon evresinde maksimum dizeylerde
LIF proteini igerir (White vd 2007). implantasyonun 5. giiniinden itibaren stroma'nin
desidualizasyonunda da tespit edilir (Fouladi-Nashta vd 2005). Hem LIF-RB hem de
gp-130 proteini, gebeligin 3-5 gunlerinde luminal epitelde bulunur. Luminal epiteldeki
gp-130 ekspresyonu, progesteron ile birlikte dstrojen tarafindan uyarilir (Kimber 2005).
Ayrica Fare, tavsan ve insan blastosistleri preimplantasyon embriyo gelisim hizini
artirmaya yardimci olan LIF mRNA’ sini ve LIFR ve gp130'u eksprese ederler (Salleh
ve Giribabu 2014).

LIF, desidualizasyonda 6nemli bir rol oynar. STAT3 fosforilasyonu yoluyla,
insan endometrial stromal hicrelerinde Ostrojen ve progesteronun etkisi ile
desidualizasyonu artirir. LIF, in vitro desidualize endometrial stromal hiicrelerinden IL-6
ve IL-15 salgilanmasini yukari regile eder (Salleh ve Giribabu 2014). Maternal LIF
sinyali, fare blastosist implantasyonu igin gereklidir. Gen hedefleme deneyleri, LIF
eksikligi olan digi farelerin infertil oldugunu goéstermigtir (White vd 2007). LIF-null
farelerde yapilan galismalarda, fonksiyonel LIF geni bulunmayan homozigot digiler
normaldir ve ovulasyon gerceklesir (Tabibzadeh vd 1995, Carson vd 2000),
blastosistler uterus luminal epiteline baglanir, ancak implantasyon gerceklesmez
(White vd 2007). Epitelyal apoptoz, stromal desidualizasyon ve blastosist istilasi

g6zlenmez (Cheng vd 2017).

Lif-/- digilerinden alinan blastosistlerin, yaban tip farelere aktariimasi ile Lif-/-
disilerinin embriyolari, normal implantasyon surecinde ilerler ve geligsim gOsterirler
(Fouladi-Nashta vd 2005). Hamile Lif- /- farelerinin falop tiptne, gebeliklerinin 4. veya
5. glnlerinde tek bir rekombinant LIF enjeksiyonu, blastosit implantasyonuna neden

olur. Bu durum, hamilelik sirasinda LIF'in sadece implantasyonu baglatmak i¢in gerekli
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oldugunu géstermektedir (Cheng vd 2017, White vd 2007). LIF eksikligi olan infertil
kadinlarda, gebeligin eksojen LIF inflzyonu veya enjeksiyonu ile meydana geldigi
bildirilmistir (Fouladi-Nashta vd 2005).

2.8.2. Interlokin 6

interldkinler, hiicre yizeylerindeki yiksek afiniteli reseptérlere baglanarak,
hicreler ve dokulardaki bircok reaksiyona katilan, blylk protein gruplarindan

olusmaktadir (Justiz Vaillant ve Qurie 2020).

IL-6, farkl tipte immun, immadn olmayan hicreler ve timdr hicreleri tarafindan
Uretilen bir pleiotropik sitokindir (Sakurai vd 2012). IL-6, gesitli patolojik durumlarda rol
oynamasinin yaninda, doku homeostazina katkida bulunan fizyolojik fonksiyonlarda da
g6revlidir (Von Wolff vd 2002). IL-1B ve IL-6, blastosist yapismasi ve endometriyuma
invazyon sirasinda, anne embriyo etkilesimi ile ilgili proenflamatuar sitokinlerdir (Biba
vd 2015). IL-6, spesifik bir IL-6 reseptori ve gp130'dan olusan bir reseptor
kompleksine baglanarak etkinlik gosterir. 1L-6, menstrual kanama ile iligkili bir sitokin
olan TNF-a ile siki bir sekilde dizenlenir (Von Wolff vd 2002). Steroid hormonlar,

Ozellikle 6strojen, IL-6 ekspresyonunu indiklemektedir (Salamonsen vd 2000).

Fare uterusunda epitel hicreleri, stromal fibroblastlar, desidual fibroblastlar,
endotel hicreleri (Jasper vd 2007) ve makrofajlar tarafindan, 6zellikle preimplantasyon
doneminde sentezlenen IL-6; IL-6 reseptorleri, I6kositler, endotel hicreleri,
endometriyum ve trofoblast lizerinde bulunmaktadir (Salamonsen vd 2000, Van Mourik
vd 2009). IL-6, liminal epitel tarafindan déngulsel bir sekilde Uretilir; implantasyon ve

menstriasyon sirasinda en ylksek seviyeye ulasir (Van Mourik vd 2009).

Proliferatif evrede duslk seviyelerde ve sekresyon evresinde ise luminal
epitelde ve endometrial bezlerde artan konsantrasyonlarda eksprese edilmektedir (von
Wolff vd 2002, Salamonsen vd 2000). Ge¢ sekresyon evresinde, IL-6 seviyeleri tekrar
duser (ancak bu dusus, proliferatif evredeki kadar dusik seviyelere inmez). IL-6
ekspresyonu, IL-1 dahil olmak Uzere birgok faktériin kontroll altindadir (Salamonsen
vd 2000).

Sekresyon evresinde IL-6'nin yukari regulasyonu, IL-6'nin implantasyon
surecine dahil olduguna dair varsayimlara yol acmistir. Erken dénem dusiklerden

muzdarip hastalarda, orta sekresyon evresinde baskilanmis endometrial IL-6
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ekspresyonunu gdsteren bulgulara rastlanmistir (von Wolff vd 2002). IL-6 eksikligi olan
farelerde, implantasyon bolgesinde %48’lik daralma (Salamonsen vd 2000, Chaouat vd
2007), dogurganlk ve implantasyon oranlarinda ise azalma gorilmektedir (Biba vd
2015). Tekrarlayan dusukleri olan kadinlarin, sekresyon evresi endometriyumunda IL-6

ve IL-1 mRNA'larinin ekspresyonunun azaldigi bildirilmistir (Chaouat vd 2007).

Son arastirmalar, dusik IL-6 mRNA dretiminin; doku yeniden modellenmesi,
desidualizasyon ve plasenta/trofoblast gelisimindeki fonksiyonlarin azalmasi sonucu
tekrarlayan dusuklerle iligkili olabilecegini dustndirmektedir. Bununla birlikte,
tekrarlayan dusukleri olan kadinlarda, serum seviyeleri ylksek IL-6 tespit edilmistir. Bu
durum IL-6 fazlaliginin ve eksikliginin basarisiz implantasyon sonuglarina yol

acabilecegi ihtimalini ortaya koymaktadir (Van Mourik vd 2009).

2.8.3. interlokin 18

interldkin-18, bagisiklik hiicreleri ve bagisiklik sisteminde gorev almayan diger
hicreler tarafindan Uretilmektedir (Tokmadzi¢ vd 2002). Hicrede aktif olmayan bir éncu
olarak Uretilen IL-18, kaspazlarin etkisiyle aktif IL-18'e aktive edilmektedir (Van Mourik
vd 2009).

Olgun IL-18 proteini, Chlamydia trachomatis enfeksiyonu gibi durumlarda bazi
insan epitel hucreleri tarafindan da salgilanabilir. Klamidyal enfeksiyonu, IL-1
donustirtcu enzim aktivasyonu yoluyla, olgun IL-18'in salinmasina neden olmaktadir
(Lu vd 2000). Hamilelik sirasinda eksprese edilen IL-18 hakkinda c¢ok az veri
bulunmaktadir. Maternal periferik kandaki I1L-18 yukseklidi, normal gebeligin yani sira
bazi karmasik gebeliklerde de gériilebiimektedir (Tokmadzi¢ vd 2002). insan adet
doénglsu boyunca ve desidualizasyon sirasinda, IL-18 sisteminin tim bilesenlerinin
Uretimi buylk olclide artar. IL-18R, endometriyumun stromal hcreleri Uzerinde
eksprese edilir (Van Mourik vd 2009). IL-18'ler, farelerde ve insanlarda, EBI3 (IL 27 alt
birim) veya IL-18 BP (IL-18 baglayici protein) tarafindan duzenlenirler (Chaouat vd
2007). IL-18lerin over steroidlerinin etkisi altinda, endometriyumda orta sekresyon
evresinde sekresyonlarinin azaldi§i fakat istatistiksel olarak diger fazlar ile aralarinda
fark olmadigi bildirilmistir (Lé dée vd 2006).

IL-18, anjiyopoietin 2 salgilamak icin uNK (dogal katil) hlcrelerini aktive eder.
IL-18 yolunun aktivasyonunun gerekli oldugu ve implantasyon penceresi sirasinda

fonksiyonel spiral arterlerin fizyolojik olarak dengesinin bozulmasina yol agctig
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dusunudlmektedir (Lé dée vd 2006). Steroidler, IL-18 ekspresyonunun kontroll igin
onemli kabul edilirler. Son arastirmalar, &strojenin; IL-18 ve IL-18BP Uretimini
engelledigini gostermektedir. IL-18, IL-18R yoluyla proenflamatuar sinyallemeyi
arttirmak i¢in IL-1 Gretimini de induklemektedir. 1L-18 fazlali§i veya IL-18 eksikligi,

implantasyon sonucunu olumsuz etkilemektedir (Van Mourik vd 2009).

2.8.4. VEGF

Vaskuler endotel biyime faktérl, endotel hicreleri icin gugli bir mitojen ve
guglld bir anjiyogenez indUkleyicisidir (Chakraborty 1995). Kromozom 6 (6p12)
uzerinde bulunan VEGF, homodimerik bir glikoproteindir (Hoozemans vd 2004, Zhang
vd 2001). Vaskduler biylumenin ve vaskiler yeniden yapilanmanin ana modulatori olan
VEGF, endometriyumdaki vaskuler gecirgenligi arttirmaktadir. Uterus, travma veya
malignite gibi patolojik durumlar olmaksizin vicutta dongusel olarak anjiyogenezin

goruldugu tek organdir (Hoozemans vd 2004, Zhang vd 2001).

Altr alt tip [VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFE ve plasental blyime
faktort (PIGF)] ve Ug reseptor alt tipi (VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-R3) tespit edilmistir.
Bunlar bes protein ek varyantina sahip olan VEGF-A endometriyumda baskindirlar
(Hoozemans vd 2004, Sharkey vd 2000). VEGF, iki tirozin kinaz ailesi reseptoru c-fms
benzeri tirozin kinaz ve fetal karaciger kinaz-1 yolaklari ile endotel hicre bdlinmesini,
proliferasyonunu, hicre gécunu, hucre gegirgenligini ve hucrelerin dokulara istilasini
dizenler (Chakraborty 1995, Das vd 1997). Preimplantasyon déneminde blastosistin
senkronize gelisimi ve uterusun alici duruma farklilasmasi, implantasyon sulreci igin
kritk 6neme sahiptir. Implantasyon penceresinde; vaskiiler gecirgenlik ve

anjiyogenezde bircok molekller mekanizmalar bulunmaktadir (Chakraborty vd 1995).

VEGF ekspresyonu, endometriyumda sekresyon evresinin implantasyon
penceresi doneminde maksimumdur. VEGF-R2 ekspresyonu; ge¢ proliferatif evrede
maksimum seviyeye ulasirken, VEGF-R1; orta sekresyon evresinde artis
gostermektedir (Hoozemans vd 2004). Blastosist apopozisyon bolgesinde artan, uterin
vaskuler gegirgenlik, kemirgenlerde implantasyon igleminin basladiginin dikkat geken
ilk isaretidir. Bu yUksek lokalize vaskuler gecirgenlik, liminal epitel ve trofoektoderm
arasindaki ilk baglanma reaksiyonuyla ayni anda meydana gelmektedir ve
implantasyon iglemi icin en erken 6n kosullardan biri olarak kabul edilmektedir. Artan

vaskuler gecirgenlik ve baglanma reaksiyonlari farelerde ilk olarak gebeligin 4.
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guninin sonlarina dogru gergeklesmektedir. Stromal yapinin ekstrasellller matriksi

yeniden bigimlendirilirken, bu prosedire anjiyogenez eslik eder (Chakraborty 1995).

VEGF ve VEGF reseptorlerinin - mRNA'sinin  fare  embriyosunun
trofoblastlarindaki varhgi, VEGF'nin trofoblastlarin farklilasmasi ve istilasinda énemli bir
role sahip oldugunu disiundurmektedir (Zhang vd 2001). VEGF ve karsilik gelen
reseptdrlerinin, blastosistlerin  bagdlandigi yerde uterus vaskiler gecirgenliginin
arttirlmasinda ve sonrasinda gergeklesen endometriyumun desidualizasyonunda ¢ok
onemli rol oynadidini géstermistir (Das vd 1997). Hem VEGF hem de fonksiyonel
reseptorl, ozellikle invaziv birinci trimester ekstravilléz sitotrofoblast ile trofoblast
tarafindan eksprese edilmektedir. Bu durum VEGF'nin, trofoblastin otokrin bir sekilde
proliferasyon, goc/istila ve metabolik aktivitesini duzenlemeye katildigini gosterir
(Hoozemans vd 2004). Embriyonun endometriyuma implantasyonu ve ardindan
endometriyum icine gomuilmesi, endometriyumda anjiyogenez olmadan mumkin
degildir. Anjiyogenez olmadan plasenta olusumu da gerceklesmez. Bu durum énemli
bir anjiyogenez faktori olan VEGF'in implantasyon sirecinde 6nemli bir rol oynadiini
gostermektedir. VEGF nakavt fareler, gebe kalabilmelerine ragmen, canli yavru

dogumu gerceklestiremezler (Hoozemans vd 2004).

Gonadotropin stimilasyonunun farelerde VEGF konsantrasyonlarini  ve
implantasyon oranlarini diguriyor olmasi ve insanlarda rekombinant FSH tedavisinin
serum VEGF konsantrasyonlarini azaltiyor olmasi, klinisyenler i¢cin dnemli olan bir
g6zlemdir. implantasyondaki anjiyogenez sirecini daha fazla aydinlatmak ve VEGF'nin
anjiyogenez icin bir belirte¢ olarak tani olanaklarini daha da gelistirmek icin daha fazla

arastirmaya ihtiya¢ vardir (Hoozemans vd 2004).

2.9. Kok Hiicre

Endometriyum, memelilerin Greme dénemlerinde dramatik buyime, bozulma ve
rejenerasyon gecirmektedir. KOk hucreler ureme donemindeki degisikliklere dahil
edilmiglerdir. Ancak kokenleri, dogalari, anatomik lokalizasyonlari ve
karakterizasyonlari tam olarak aydinlatilamamistir (Gunjal vd 2015). Kok hucreler,
insan vldcudunun farklilasmamis hdcreleridir (Zakrzewski, 2019). Bir organizmanin

herhangi bir hilcresine farklilasabilen, cogalabilen kdk hicreler, kendini yenileme
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yetenegine sahiptirler (Girlovanu vd 2015). Kék hiicreler hem embriyolarda hem de

yetiskin hicrelerde bulunmaktadirlar (Biehl ve Russell 2009).

Kok hcrelerin g ortak 6zelligi vardir;

a) Kendini Yenileme (Self-Renewal): Erken embriyonik dénemde, ylksek dizeyde
hicre kendini yeniler. Boéllinebilme kabiliyetleri, bir sonraki jenerasyona aktarilabilir.
Farklilasmanin ilerleyen donemlerinde kendini yenileme kabiliyetleri azalir.

b) Ozellegmemis Hiicreler: Herhangi bir doku hiicresine ait karakteristik 6zelliklere
sahip degillerdir.

c) Farklilagabilme (Plastisite): Kok hicreler farklilasarak kas, kan, kalp, sinir ve

kikirdak gibi ¢cok fazla 6zellesmis hlicreyi olusturabilirler.

insan endometriyumunda epitel progenitdér hiicre ve mezenkimal kdk hiicre
popilasyonu tanimlanmistir (Xiao vd 2017). Yetiskinlerde bulunan mezenkimal kok
hicreler; stromal kokenli olup, organizmadaki hemen hemen her dokudan izole
edilebilirler (Chagastelles ve Nardi 2011). Salgiladiklar sitokinler ve kemokinler; immun
sistemin regulasyonunda, hucrelerin cesitli bolgelere yoneliminde ve hicrelerin
farklilasmasinda 6nemli islevlere sahiptir (Avcilar vd 2018). Mezenkimal kék hiicreler,
spesifik hlicre ylzey belirtecleri olarak CD105, CD73 ve CD90’ i1 sergilerler (Girlovanu
vd 2015).

CD105, TGF-i¢in yardimci bir reseptdr gorevi goren tip 1 transmembran
glikoproteindir. CD105, vaskulojenez ve anjiyogenez mekanizmalarinda goérev alir.
Embriyo implantasyonu icin uterus alicihigindaki islevsel roli hala belirsizdir.
implantasyon penceresinde uterus, liimen ve bezlerin epitel hiicrelerinde ¢ogalan
endotel hiicrelerinde, plasentanin sinstiotrofoblastinda ve stromal hiicrelerde eksprese
edilir. implantasyon boyunca endometriyumda gézlemlenen CD105 ekspresyonunun,
implantasyon asamasi sirasinda arttigi gézlemlenmistir. Limen ve bezlerin epitel
hicrelerinde baskin olan CD105 ekspresyonu, stromal hicrelerde daha hafif bir

ekspresyon gostermektedir (Chadchan vd 2016).

Kok hiicrelerin, menstruasyon ve dogumdan sonra endometriyumun fonksiyonel
tabakasinin, rejenerasyonundan sorumlu olduklari disinilmektedir. Endometrial doku
orneklemelerinde, endometrial hastaliklarda, mezenkimal kok/progenitér hicreler
tizerinde yapilan ¢ok fazla arastirmaya rastlanmamstir. ilgili galismalar temel olarak
kok hlcreler ve ilgili genlere odaklanmaktadir. Endometrial hastaliklarda Ug

transkripsiyon faktoru; cinsiyet belirleyici bolge Y-kutusu 2 (SOX2), Nanog homeobox
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(NANOG) ve oktamer baglayici protein 4 (OCT3/4), duzenleyici agi is birligi icinde
surdurdr ve kék hiicrelerin pluripotensitesini ve kendi kendini yenilemesini saglamada
onemli bir rol oynar (Xiao vd 2017). Bu Ug¢ transkripsiyon faktérinin; &strojen
donglsunin  tim  fazlarinda, endometriyum bezleri, endometrial stroma,
endometriyumun bazal ve fonksiyonel katmanlarinin perivaskiler bolgelerinde ve

miyometriyumda siklikla gortldikleri bildirilmistir (Choobineh vd 2016).

SSEA-1; hucre ylzeyi glikani, Lewis X karbonhidrat olarak tanimlanan bir
antijenik epitoptur ve preimplantasyon fare embriyolari, teratokarsinom koék hicreleri ve
fare embriyonik kok hiicrelerinde eksprese edilir. insan endometriyumunda SSEA-1'e
kars1 immuno reaktivitesi epitel ve sadece bazi I6kositlere 6zgudur (Tempest vd 2018).
Saglkli ve hasta bireylerde, mevcut endometrial biyoloji bilgimizi genigletmek igin
kok/progenitor hucre aktivitesi ve bazalis epitelyumu iyi tanimlamak gerekir.
Fonksiyonel endometrial bezler, menstriasyondan sonra bazalis bezlerinden
yenilenirler. SSEA-1, agirlikli olarak epitelyal kok/progenitdr hicrelerin éngoérilen yeri
olan bazal bez epitel hiicrelerinde eksprese edilir. SSEA-1 ekspresyonu; premenopozal
endometriyumda adet déngusiinin erken proliferatif asamasinda ylizeysel bezlerde az
olup, bazal kisimdaki bez epitelinde yogundur. Sekresyon déneminde fonksiyonel
bezlerde, SSEA-1 ekspresyonu dusik iken, bazalis bolgesinde SSEA-1
immunoreaktivitesi mevcuttur. Ekspresyon paterninin, bazalisten fonksiyonalise
degismesi, SSEA-1’in hlcresel hiyerarsiyle iligkili oldugunu dustundirmektedir. SSEA-
1'in  endometriyumdaki islevi, tam olarak bilinmemekle beraber bu islev; hlcre
yapismasi, yer degistirmesi ve farklilasma kapasitesi ile iliskili olabilir. SSEA-1'in
bazalis epitelinde gergeklesen belirgin ekspresyonu géz 6nitne alindiginda, hicrelerin
endometrial spesifik epitelyal kdk/progenitdr hlicre nisinin bir bileseni olduklari
dusunalebilir (Valentijn vd 2013).

2.10. Hipotez

Calismanin hipotezi;
implantasyonda 6nemli  bir molekil olan miRNA-200c’nin, embriyo
implantasyonunu olumsuz bir gekilde etkiledigi, mMIRNA-200c’nin hem histolojik

bozukluklara hem de embriyo sayilarinda azalmaya neden olacagidir.
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3. GEREG VE YONTEMLER

3.1. Hayvanlar ve Bakim Sartlan

Calisma igin Pamukkale Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan
17.01.2018 tarihinde PAUHADYEK 2018/01 numarasiyla onay alindi. Caligma igin
gerekli hayvanlar Pamukkale Universitesi Deneysel Cerrahi Uygulama Merkezi’nden
temin edildi. Calismamizda Wistar Albino turl, saghkh 30 adet disi sigan kullanildi.
Tdm denekler icin dnerilen optimum c¢evresel kosullar ayni merkez tarafindan
saglanmis ve sicanlar, 1siklandirmasi (12 saat aydinlk/karanlik siklusunda, 07:00-
19:00 saatleri arasi aydinlik), havalandiriimasi (%60-70 nem) ve oda isisI (20-24 °C)
kontrol edilen bir odaya yerlestirildi. Ortalama agirliklari 150-160 gr. agirligindaki 8

haftalik sicanlar rastgele secilerek gruplar olusturuldu.

3.2. Deneysel Uygulama

3.2.1. Deneyin gruplarinin olusturulmasi

Calisma kapsaminda 30 adet disi si¢gan kullanildi. Siganlarin 6 tanesi Grup1
olarak belirlendi. Grup 1 6strus evresindeki sicanlardan olusmaktaydi. Ostrus evresi
vajinal smear yéntemi ile alinan vajinal sivi igcerindeki hiicresel morfolojilere bakilarak
tespit edildi. Menstrual dongunun 0Ostrus evresinde uterus dokulari servikal dislokasyon
yapilarak alindi. Yirmidort tanesinde gebelik olusturuldu. 4 disi sican ve 1 erkek sigan,
kafeste 1 gece beraber tutuldu. 1 gin sonra smear alindi ve sperm goérildiginde,
gebeligin 0. glini olarak kabul edildi. Gebelik olusturulan si¢anlarin 12 tanesi ayrildi.
Gebeliginin 4. glinld (n=12) sag uterus boynuzuna anestezi altinda 500 ul fizyolojik salin
icinde 5 pl miRNA-200c mimigdi (Dharmacon-lot-180814) ve sol uterus boynuzuna 500
ul fizyolojik salin enjekte edildi (Zhang vd 2001, Zheng vd 2017). Bunlardan 6 tanesinin

uteruslari gebeligin 8. glninde alindi ve bu denekler Grup 2 olarak adlandirildi
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(Charkraborty vd 1995, Cai vd 2000), geri kalan 6 tanesininde uteruslari gebeligin 13.
guninde alindi ve grup 3 olarak adlandirildi. Gebe grubu sicanlarin on iki tanesine
herhangi bir uygulama yapilmadi. Uterus dokulari, alti tanesinin gebeligin 8. gliniinde
(Grup 4), alti tanesininde 13. gininde (Grup 5) servikal dislokasyon yapilarak alindi ve
embriyolari sayildi. Alinan uterus dokular tespit icin %10’luk formaldehit solisyonuna
alindi. Dokular 72 saat tespit edildikten sonra rutin 1sik mikroskopi takibine tabi tutuldu.
Parafin bloklar olusturuldu ve Leica RM-2125 rotary mikrotom kullanilarak 5 p
kalinliginda kesitler alindi. Kesitlere, a5p83 integrin, LIF, IL-6, IL-18, VEGF, CD105,
Oct3/4, SSEA-1, NANOG ekspresyonlarini belirlemek amaciyla immunohistokimyasal
boyama iglemi uygulandi. Olympus BX51 marka i1sik mikroskobu ile Olympus DP72

dijital kamera kulanilarak kesitler resimlendi.

Deney gruplari asagdida 6zetlenmigtir.

Grup 1: Ostrus evresinde alinanlar

Grup 2: Gebelik olusturulan ve gebeligin dérdinctd glininde miRNA-200c uygulanan
ve uterus dokulari gebeligin 8. giininde alinanlar

Grup 3: Gebelik olusturulan ve gebeligin dérdinct gininde miRNA-200c uygulanan
ve uterus dokulari gebeligin 13. gintinde alinanlar

Grup 4: Gebelik olusturulan ve uterus dokulari gebeligin 8. gliniinde alinanlar

Grup 5: Gebelik olusturulan ve uterus dokular gebeligin 13. giininde alinanlar

Sekil 3.1. Sigan uterus boynuzuna miRNA-200c uygulanmasi
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3.2.2. Embriyolarin sayiimasi

MikroRNA-200c uygulamasinin embriyo implantasyonuna etkisini gorebilmek
icin deney surecini bitirip dekapite edilen siganlarin uterus dokulari ¢ikartildi. Sag ve

sol boynuzda bulunan embriyolar sayildi ve not edildi (Liu vd 2016).

3.3. Doku Takibi Prosediiri

Alinan dokular 3 gun formaldehitte bekletildi.
Akarsuda 30 dakika yikandi.

%50 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.
%70 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.
%80 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.
%90 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.
%2100 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.
Ksilen | de 1 saat bekletildi.

Ksilen Il de 1 saat bekletildi.
Parafin | de 1 saat bekletildi.
Parafin llde 1 saat bekletildi.

© © N o g bk 0wDdRE
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Dokulara parafine gdémme ve etiketleme islemi yapildi.

3.4. Hematoksilen Eozin Boyama Prosediiri

Doku takip yéntemi tamamlandiktan sonra mikrotom cihaziyla 5 u’ luk kesitler

alindi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir:

Etlvde 60 °C’'de 2 saat bekletildi.
Ksilende yarim saat bekletildi.
Ksilende yarim saat bekletildi.
%100’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%90’k etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%80’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%70’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%70’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%50’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.

© ©® N o g b~ 0 DdPE
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
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Hematoksilen 4 dk

Asit alkol

Cesme suyu ile yikama

Amonyak

Cesme suyu ile yikama

Eozin 10 sn

Cesme suyu ile yilkama

%50’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%70’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%80’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%90’k etil alkolde 3 dk. bekletildi.
%100’k etil alkolde 3 dk. bekletildi.
Ksilende yarim saat bekletildi.
Ksilende yarim saat bekletildi.
Entellan ile kapatma.

3.5. immiinohistokimya Protokolii:

Reaktifler icin Life Technologies, USA Lot:1954379A Histostain-Plus kit kit

kullaniimistir.

o M 0N

10.
11.

Doku takip yontemi tamamlandiktan sonra mikrotom cihaziyla 5 |’ luk kesitler
alindi. Ardindan uygulanan protokol sirasi asagidaki gibidir:

Etlvde 60 °C’'de 2 saat bekletildi.

Deparafinizasyon islemi i¢in 1 saat Ksilende bekletildi.

Ksilenden ¢ikarilip havada kurutuldu.

Kesitler sirasiyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ ser
dakika bekletildi.

Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika sureyle yikandi.
Antijen retrieval iglemi icin sodyum sitrat buffer ile (10 nM sodyum sitrat, 0.05
mlt Tween 20, pH 6,0) mikrodalga icerisinde 5 dk kaynatildi.

Dokular 10 dakika fosfat buffer salin (PBS)'da birakildi.

Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, %30’ luk H.O2: Metanol (1: 9)
karisimi ile 10 dakikalik uygulamayla ortadan kaldirildi.

Dokular 5 dakika 3 kez tekrarli PBS’de birakildi. Pappen ile doku sinirlandirildi.

immun bloklama: sekonder kitin igindeki A soliisyonu immun blok sollisyonudur.



39

Sinirlandiriimis doku Gzerine damlatilir ve 10 dk inkiibe edildi.

12. Dokular Gzerine uygun 1/ 150 oranda dilte edilmis primer antikorlar ilave
edilerek 1 gece bekletildi.

13. Kullanilan Antikorlar: LIF Bios Lot: 9G23N13, CD15 FUT4/SSEA-1 Bios Lot:
7G19M10, CD105 Bios Lot: 8G22M18, avB3 Bios Lot: 7G11M19, VEGF Bios
Lot: 9G16 M21, IL 6 Bios Lot: 6G24M21, NANOG Bios Lot; 8G15M12, Oct3/4
Santa cruz Lot: F2719, IL 18 Protein Tech 10663-1-AP

14. Sekonder antikor ile inklbasyon: sekonder kitteki B sollisyonu sekonder
antikordur. Pappen ile sinirlandiriimis doku Gzerine damlatiip 10 dk inkibe
edildi.

15. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarli distile su da birakildi.

16. Enzim ile inklibasyon: sekonder kit icindeki C solisyonu sekonder antikora
baglanan enzim igerir. Dokular tGzerine damlatildi ve 10 dk inkiibe edildi.

17. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarli PBS’de birakildi.

18. Kromojen boyamasi igin dokularin Gzerine DAP kromojen damlatildi ve 25 dk
inktbe edildi.

19. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarl distile su da birakildi.

20. Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gézlenmesi icin kesitlere hematoksilen
(Merk Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapildi.

21. Kesitler akar suda yikandi ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ lik etil
alkol serilerinde 2’ ser dakika bekletildi.

22. Dokular ksilen | ve ksilen II'de 2 ser dakika bekletildi.

23. Dokularin Gzeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatildi.

3.6. Istatistiksel Analiz

Uterusa implante olmus (uterus boynuzuna miRNA 200c mimidi, fizyolojik salin
uygulanmig ve herhangi bir uygulama yapilmamig) gebelidin 8. ve 13. gunlerinde elde
edilen farkli gruplara ait embriyo sayilari arasindaki farkliliklarin anlamli olup
olmadidina dair kargilastirmalarin yapilabilmesi icin Mann Whitney U testi kullaniimistir.

istatistiksel islemler, IBM-SPSS-Statistic Version 21 programi ile gergeklestirilmistir.

Yapilan calismada elde edilen veriler analiz edilerek, deney ve kontrol
gruplarina ait istatistiki degerleri gésteren tablolar olusturulmus, gruplar arasi farkliliklar
0,05 anlamhlik duzeyinde, elde edilen p degerleri dogrultusunda test edilmiglerdir.

Buna gore, p>0,05 ise, gruplar arasi farkliigin énemli olmadigi kabul edilmig, p<0,05
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ise gruplar arasi farkhhdin énemli oldugu kabul edilmistir. Bulgular arasinda farkliligin
mevcut oldugu durumlarda, gruplar arasi farklihgin yoninin tespit edilmesinde, sira
ortalamasi degerine bakilmig, fark sira ortalamasi degeri blylk olan grubun lehine

yorumlanmisgtir.
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4. BULGULAR

4.1. Uterusa implante Embriyolar

Sekil 4.1 Sag uterus boynuzuna miRNA-200c mimigi, sol uterus boynuzuna fizyolojik salin
uygulanmis bir sigcanin, 8 gunlik embriyolarinin gérinimi. Sag uterus boynuzunda 4, sol
uterus boynuzunda 9 embriyo gdzlemlenmektedir.
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Sekil 4.2 Gebe grubunda yer alan bir siganin, gebeliginin 8. giiniinde goériuntilenen embriyolari.
Sag uterus boynuzunda 3, sol uterus boynuzunda 5 adet embriyo gézlemlenmektedir.

Sekil 4.3 Sag uterus boynuzuna miRNA-200c mimidi, sol uterus boynuzuna fizyolojik salin
uygulanmig bir siganin, 13 gunlik embriyolarinin gérinimi. Sag uterus boynuzunda 3, sol
uterus boynuzunda 9 embriyo gdzlemlenmektedir.
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Sekil 4.4 Gebe grubunda yer alan bir siganin gebeliginin 13. gliniinde goriintiilenen embriyolari.
Sag uterus boynuzunda 5, sol uterus boynuzunda 5 embriyo goériilmektedir.

4.2. Embriyo Sayilarinin istatistiksel Olarak Karsilagtiriimasi

Gebeliklerinin 8. ve 13. gunlerinde sonlandirilan siganlarin uterus dokusuna
implante olmus embriyo sayilar tablo 4.1°de verilmistir. Mimik uygulanmis gruplar
gebeligin 4. guni miRNA mimigi uygulanan (Grup2 ve 3), gebe grubu herhangi bir
uygulama yapilmayan gruplar (Grup 4 ve 5).



Tablo 4-1 Gruplara gore embriyo sayilari

Gruplara Goére Embriyo Sayilari
Grup2 Grup4 Grup5
8. glin 8. glin Grup3 13. glin
13. giin
Sag Sol Sag Sol Sag Sol Sag Sol
UB UB. UB. UB. UB. UB. UB. UB.
MiRNA Fizyolojik - - mMiRNA Fizyolojik - -
200c Salin 200c Salin
mimigi mimigi
(A) (B) © (D) (E) (F) G | H
2 6 4 5 3 9 5 6
4 9 5 3 0 6 6 4
0 5 4 4 3 7 4 5
3 5 4 6 0 2 5 3
2 6 3 5 5 9 3 3
2 6 4 6 3 5 5 5

UB: Uterus boynuzu
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Deneysel ¢calismada (1) miRNA-200c’nin embriyo implantasyonuna etkisinin varhg,

(2) Etkinin varhi@inin tespiti halinde, etkinin yonu (artis/azalis) ve (3) etkinin zaman

icindeki degisimi arastirilacaktir.

miRNA-200c¢’nin Embriyo implantasyonuna
Etkisinin Varligi Arastinlacak (1)

Etki Varsa

" miRNA-200c

| Embriyo
implantasyonuna

Etkisinin Yonu (2

miRNA-200c
Embriyo
implantasyonuna
Etkisinin Zaman
 igindeki Degisimi
(3)

Sekil 4. 5. Deneysel tasarim



Tablo 4 -2 Deney plani

miRNA-200c
gebe grubuna kiyasla

mimiginin
embriyo sayilarina

etkisinin tespit edilmesi

Fizyolojik Salin’in gebe
grubuna kiyasla embriyo
sayilarina etkisinin tespit

edilmesi

Sigcanlarin sag ve sol
uterus boynuzlarina
tutunan embriyo sayilari
arasinda kendiliginden
mevcut dogal bir farkin
var olup olmadiginin

tespit edilmesi

Glne gore
salin/miRNA-200c, gebe

grubu embriyo sayilari

fizyolojik

arasindaki farkin var
olup olmadiginin tespit

edilmesi

Mimik

gruplarinin  sag

uygulanan
uterus
boynuzlarindaki  embriyo

sayllarl arasinda, gebe

grubuna kiyasla fark olup

olmadiginin, iki  farkl
grupla  (8.ve  13.gln)
Olcllmesi

Mimik uygulanan
gruplarinin  sol  uterus
boynuzlarindaki  embriyo
sayillari arasinda, gebe

grubuna kiyasla fark olup

olmadiginin, iki  farkl
grupla (8.ve  13.gln)
Olclimesi

4 farkh sigcan grubunun

(8.guin mimikli/8.gun
gebe/13.glin

mimikli/13.giin gebe)
kendi icinde uterus

boynuzlarinin  sag ve
solundaki embriyo sayilari
arasindaki farkin

Olclimesi

Mimik uygulanan ve gebe
gruplarinin  her  birinin
gebeligin 8.ve 13. gliniine
gére kendi iginde ayni
yonla uterus
boynuzlarindaki embriyo
sayilari arasindaki farkin

olctlmesi

AC-EG

BD-FH

AB-EF-CD-
GH

AE-BF-CG-
DH

45



46

Tdm bu arastirmalar, deneyin farkli asamalarinda gergeklestirilen farkli
uygulamalar sonucunda ortaya ¢ikan embriyo sayilarinin karsilastiriimasina dayalidir.
Deneyin farkl asamalari ve bu asamalarda gerceklestirilen sayim islemleri, tablo. 4.2

‘de yer almaktadir.

Embriyo sayimlarina dair sonuglar ve karsilastirmalar, gerceklesen sureg icinde,
bahsi gegen agamalarin detayli olarak tanimlanmasiyla aktarilacaktir. Tanimlar
eshasinda, islem takibatini kolaylastirabilmek adina Tablo.4.1 de gdrilen sekiz farkh
harf kodundan yararlaniimistir (A-B-C-D-E-F-G-H).

1.Asama:

Grup2’'de yer alan gebe 6 siganin, sag uterus boynuzuna, miRNA-200c, sol
uterus boynuzuna ise siganlarin embriyolarina zarar vermedigi bilinen, fizyolojik salin
enjekte edilmistir. Grup4 gebe sicanlar tzerinde hicbir islem yapiimamis olan saglikli 6

sigandan olusmaktadir.

Deneyin 1.asamasinda miRNA-200c’nin embriyo sayilarina etkisi, gebe grubu
araciligiyla olgulecektir. Bu dogrultuda, Grup2 sagd uterus boynuzuna miRNA-200c
enjekte edilen sicanlarin embriyo sayilari ile gebe grubu sag uterus boynuzundaki
embriyo sayilari arasindaki fark, iki farkli grupta (8.gtin ve 13.gun) gézlemlenmis (A-C)
(E-G) ve aradaki farkin istatistiki agcidan 6nemli olup olmadigina yoénelik islemler

gerceklestirilmistir.

Grup2’de yer alan 8 glnlik gebe siganlarin mimiklenmis sad uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilari ve gebe grubu siganlarin sag uterus boynuzlarindaki
embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik dizeyinde bir fark bulundugu gézlemlenmigtir
(p<0,05). Tablo 4.3.de 8.gin Grup2’de yer alan gebe sigcanlarin mimiklenmis sag
uterus boynuzlarindaki embriyo sayilarinin (m= 4,08), 8.gun Grup4 gebe grubunda yer
alan gebe siganlarin sag uterus boynuzlarindaki embriyo sayilarindan daha kiglk

oldugu gérulmektedir (m=8,92, u= 3,5).

Tablo 4-3 Embriyo sayilarinin 8.glin sag uterus boynuzlarinin gebe ve mimikli
grubu degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

35 -2,431 0,015

6 535 8,92
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Grup3'de yer alan 13 glnlik gebe sicanlarin mimiklenmis sag uterus boynuzlarindaki
embriyo sayilarl ve Grup5 gebe grubu siganlarin sag uterus boynuzlarindaki embriyo
sayllari arasinda 0,05 anlamlilik diizeyinde anlamli bir fark bulundugu gézlemlenmistir
(p<0,05). Tablo 4.4.’de, Grup3’de yer alan gebe sicanlarin mimiklenmis sag uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilarinin (m= 4,33), Grup5’ de yer alan gebe si¢anlarin sag
uterus boynuzlarindaki embriyo sayilarindan kigik oldugu goérilmektedir (m=8,67, u=
5,0).

Tablo 4-4 Embriyo sayilarinin 13.giin sag uterus boynuzlarinin gebe ve mimikli
grubu degiskenine gore Mann Whitney-U testi sonuglari

50 -2,163 0,041

6 52,0 8,67

2.Asama:

2.asamada, Grup2 siganlarin sol uterus boynuzuna verilen fizyolojik salinin
embriyo sayilarina etkisi, Grup4 araciligiyla olcllecektir. Bu amagla, Grup2’de yer alan
ve sol uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen sigcanlarin embriyo sayilari ile
Grup4 sol uterus boynuzunda yer alan embriyo sayilari arasindaki fark, iki farkh grupta
(8.guin ve 13.gun) gézlemlenmis ve (B-D) (F-H) aradaki farkin istatistiki acidan dnemli
olup olmadigina yoénelik islemler gerceklestiriimistir.

Grup2 sol uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen siganlarin embriyo
sayllari ile Grup4 uterus boynuzundaki embriyo sayilari arasinda iliski gézlemlenmistir
(B-D) ve embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamhlik dizeyinde bir fark bulunmadig
g6zlemlenmistir (p> 0,05) (Tablo.4.5).

Tablo 4-5 Embriyo sayilarinin 8.giin sol uterus boynuzlarinin gebe ve fizyolojik
salin uygulanan grup degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

-1,523 0,180

6 30 5,00

Ayni islem 13.gun igin tekrarlanmistir (F-H). Tablo.4.6 incelendiginde, Grup3 sol
uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen siganlarin embriyo sayilari ile Grup5 sol
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uterus boynuzundaki embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamhlik dizeyinde bir fark

bulunmadigi gézlemlenmistir (p> 0,05).

Tablo 4-6 Embriyo sayilarinin 13.glin sol uterus boynuzlarinin gebe ve fizyolojik
salin uygulanan grup degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

6 48,5 8,08 8,5 -1,540 0,132

6 295 4,92

3.Asama: Deneyin bu asamasinda, embriyo sayilari arasindaki olasi farkin,
sicanlara enjekte edilen mimikten degilde, sicanlarin sad ve sol uterus boynuzlarina
dagilan embriyo sayillarinin tim siganlarda dogal olarak bir yone agirlikli
gerceklesmesinden kaynaklanmis olabilecedi ihtimali tespit edilmeye calisilacaktir. Bu
amagla, 4 farkh sigan grubunun (Grup2, Grup 3, Grup 4, Grup 5) kendi icinde uterus
boynuzlarinin sag ve solundaki embriyo sayilari arasindaki farkin istatistiki acidan

onemli olup olmadigina yonelik islemler gerceklestiriimistir (A-B) (C-D) (E-F) (G-H).

Grup2 gebe sigcanlarin mimiklenmis sag ve fizyolojik salin verilmis sol uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik diizeyinde bir fark bulundugu
g6zlemlenmistir (p<0,05). Tablo 4.7.’de 8 gunluk gebe siganlarin mimiklenmis sag
uterus boynuzlarindaki embriyo sayilarinin (m= 3,5), fizyolojik salin verilmis sol uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilarindan daha kuguk oldugu goérulmektedir (m=9,5, u=
,00).

Tablo 4-7 Embriyo sayilarinin Grup2 sag ve sol uterus boynuzlari degiskenine
gore Mann Whitney-U testi sonuglari

6 21 3,50 ,00 -2,929 0,002

6 57 9,50

Gebe grubunda yer alan ve Uzerinde higbir igslem yapilmamis 8 gunlik gebe
siganlarin sag ve sol uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik
dizeyinde bir fark bulunmadidi gézlemlenmistir (p> 0,05) (Tablo.4.8.) (C-D).



49

Tablo 4-8 Embriyo sayilarinin grup4 sag ve sol uterus boynuzu degiskenine gore
Mann Whitney-U testi sonuglari

6 30,5 5,08 9,5 -1,428 0,180

6 47,5 7,92

Tablo.4.9. ayrintili bir sekilde incelendiginde Grup3’de yer alan 13 gunlik gebe
sicanlarin mimiklenmis sag ve fizyolojik salin verilmis sol uterus boynuzlarindaki
embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik diizeyinde bir fark bulundugu gézlemlenmistir
(p<0,05). Tablo 4.9°’de 13 gunluk gebe sicanlarin mimiklenmis sag uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilarinin (m=4,25), fizyolojik salin verilmis sol uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilarindan daha kuguk oldugu goértlmektedir (m= 8,75 u=
4,5) (E-F).

Tablo 4-9 Embriyo sayilarinin grup3 sag ve sol uterus boynuzlan degiskenine
gore Mann Whitney-U testi sonuglari

4,5

-2,189 0,026

6 52,50 8,75

Gebe grubu 13 gunlik gebe siganlarin sag ve sol uterus boynuzlarindaki
embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamhlik duzeyinde bir fark bulunmadig
g6zlemlenmigtir (p> 0,05) (Tablo.4.10.) (G-H).

Tablo 4-10 Embriyo sayilarinin grup5 sag ve sol uterus boynuzu degiskenine
gore Mann Whitney-U testi sonuglari

15

-0,504 0,699

6 36 6,00

4. Asama:

Deneyin 4.asamasinda, mi-RNA200c’nin embriyo implantasyonuna olasi
etkisinin, zaman igindeki degdisimini tespit edebilmek icin, mimikli ve gebe gruplarinin

her birinin gebeligin 8.ve 13. glnline gdre kendi igcinde ayni yoénli uterus
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boynuzlarindaki embriyo sayilari arasinda anlamh bir fark bulunup bulunmadigi
Olcimlenmistir (A-E, C-G, B-F, D-H).

Oncelikle, sag uterus boynuzuna miRNA-200c enjekte edilen sicanlarin, sag
uterus boynuzlarinda 8.glinde yer alan embriyo sayilari ile 13.giinde yer alan embriyo
sayllari arasindaki iligki incelenmis ve Tablo.4.11."da goruldigi gibi 0,05 anlamlilik

dizeyinde bir fark bulunmadidi gézlemlenmistir (p> 0,05). (A-E).

Tablo 4-11 Embriyo sayilarinin grup2 ve grup3 sag uterus boynuzunun 8. ve
13.gun degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

155 -,414 0,699

6 415 6,92

Gebe grubunda yer alan ve Uzerinde higbir islem yapilmayan siganlarin
gebeliklerininin 8. ve 13.gunde sag uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari arasindaki
iliski incelenmigtir (C-G). Tablo.4.12.de goéruldigu Uzere, gebe grubunda yer alan ve
Uzerinde higbir islem yapilmayan siganlarin sag uterus boynuzlarinda 8.gunde yer alan
embriyo sayilari ile 13.ginde yer alan embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik

dizeyinde bir fark bulunmadigi gézlemlenmigtir (p> 0,05).

Tablo 4-12 Embriyo sayilarinin grup 4 ve grup 5 sag uterus boynuzunun 8. ve
13.giin degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

6 36,5 6,08 155 -,414 0,699

6 415 6,92

Tablo.4.13. ayrintil bir sekilde incelendiginde 8 gunlik gebe siganlarin fizyolojik
salin verilmig sol uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari ile 13 glnlik gebe siganlarin
fizyolojik salin verilmig sol uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari arasinda 0,05
anlamlilik dizeyinde bir fark bulunmadidi gérulmektedir (p>0,05). (B-F).

Tablo 4-13 Embriyo sayilarinin grup2 ve grup 3 sol uterus boynuzunun 8. ve
13.giin degiskenine gére Mann Whitney-U testi sonuglari

6 36,5 6,08 15,5 -,414 0,699

6 415 6,92
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Gebe grubunda yer alan ve higbir islem yapilmamis 8 gunlik gebe sicanlarin
sol uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari ile gebe grubu 13 glnlik gebe siganlarin
sol uterus boynuzlarindaki embriyo sayilari arasinda 0,05 anlamlilik dizeyinde bir fark
bulunmadigi Tablo.4.14.’de gérulmektedir (p>0,05). (D-H).

Tablo 4-14 Embriyo sayilarinin gebe grubunun sol uterus boynuzunun 8. ve
13.giin degiskenine gore Mann Whitney-U testi sonugclari

13,5

-, 746 0,485

6 34,5 5,75

4.3. Hematoksilen Eosin Boyama Sonuglari

Grup 1

Endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum katmanlar  belirgindi.
Endometriyumda lumen epiteli prizmatik epitel olup Iimeni g¢evrelemekte oldugu
gérildd. Hem lUmen epiteli hem de bez epiteli hicrelerinde vakuollesme ve
dejenerasyon izlendi. Stromada dejeneratif gérinimli hicrelerle birlikte nétrofillerde

izlendi.

Sekil 4. 6 Grup 1: Ostrus siklusunda alinan uterus dokusu. Limen epitel;(LE), Bez epiteli;(BE),
Stroma;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). H&E. Bar__200um.
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Grup 2

Ostrus siklusu uterusuna benzer 6zellikler gérildii. Bununla birlikte Iimeni
cevreleyen prizmatik epitel hicreleri ile birlikte bulunan kisa boylu hlcreler dikkati gekti.
Grup 1'e benzer sekilde Iimen ve bez epitel hucrelerinde vakuolizasyon ve

dejenerasyon izlendi.

Sekil 4.7 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gilinlik endometriyum dokusu. Limen epitel;(LE), Bez
epiteli;(BE), Stroma;(S). H&E. Bar__100um.

Grup3

Endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum katmanlar belirgindi. Lumenin
genigledigi ve grintili hal aldigi izlendi. Liumen ve bez epitelinde dejeneratif
gorunumlerin kayboldugu belirlendi.
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Sekil 4. 8 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusu. Limen epitel;(LE), Bez
epiteli;(BE), Stroma;(S), Miyometriyum tabakasi;(M). H&E. Bar__200um.

Grup 4

Uterustan elde edilen kesitlerde limen epiteli, uterus bezleri ve desidua
hlcreleri gézlendi. Limen epitelinin mezotelyum bolgesinde igleri glikojen ve lipidle
dolan desidual hicreler dikkati ¢ekti. Blastosistin uterusa gdmuilmeye basladigi yerde
Ilimen epitel hicrelerinin arasinda oval ve buylk c¢ekirdekleri ile embriyoblastlar

belirlendi ve yassi hicreleri ile trofoblastlar ayirt edildi.

Sekil 4. 9 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik endometriyum dokusu. Limen epitel;(LE),
Desidua;(D), Mezotelyum;(ME), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). H&E; . Bar_500um.
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Grup 5

Baglanti zonu ve plasental labirent bolimi ayirt edildi. Labirent béliminin
maternal ylzine bakan boéliminde spongiyotrofoblast ve dev trofoblast hiicreleri
belirgindi. Labirent bdliminde yer alan koryonik villuslarda fotal kapillerler stromal

hicreler, trofoblast hiicreler ve plasental makrofajlar (Haufbeur hiicreleri) gézlendi.

Sekil 4.10 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 ginlik embriyonun plasentasindan alinmis kesit.
Desidua baglanti zonu;(DZ), Spongiyotrofoblast;(ST), Labirent zone;(L). H&E. Bar __500um.

Sekil 4. 11 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 glinlik embriyonun plasentasindan alinmis kesit.
Desidua baglanti zonu;(DZ), Spongiyotrofoblast;(ST), Dev trofoblastlar;(DT), Labirent zone;(L).
H&E. Bar _ 200um.
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4.4. immunohistokimyasal Bulgular
1. a5B3

Grup 1

Limen epiteli ve bez epitelinde orta derecede a5B3 reaksiyonu izlenirken, stromal

hicrelerde ve miyometriyum da boyanma gézlenmedi.

Sekil 4. 12 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta a5B3 ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 ym.

Grup 2
Limen epiteli apikal membranlarinda ve apikal sitoplazmalarinda zayif

reaksiyon izlenirken, bezlerde kuvvetli sitoplazmik boyanma izlendi. Stromal hicrelerde
reaksiyon negatif gérulda.
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Sekil 4. 13 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunluk uterus dokusunda a5B3 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S),
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 ym

Grup 3

Limen epitel hicrelerinin apikal membraninda ve sitoplazmalarinda zayif,
bezlerde ise kuvvetli boyanma gdzlendi. Limene yakin stromal hlicrelerde ekspresyon
negatif olarak gorulda.

Sekil 4.14 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda a5B3 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S),
Miyometriyum;(M). Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 ym
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Grup 4

Ldmen epiteli ve desidual hlcrelerde ekspresyon negatif izlenirken, uterus

bezlerinde ekspresyon pozitif olarak izlendi.

Sekil 4.15 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 guUnlik gebe uterus dokusunda a5B3
ekspresyonunun yerlesimi ve dagihimi. Limen epiteli;(LE), Desidua htcreleri;(D), Bez
epiteli;(BE), Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 ym

Grup 5

Trofoblast hlcreleri kan damarlarn ve dev trofoblast hlcreleri negatif olarak
goralda.

s ' : ——

Sekil 4.16 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 gunlik gebe uterusunda a5B3 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Desidua tabaka;(D). Dev trofoblast hicreler;(DT), Villdz yapilar;(V).
immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 pym.
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2. LIF

Grupl

Ldmen epitelinin apikal membraninda ve c¢ekirdeklerde kuvvetli boyanma
izlenirken sitoplazmada boyanmanin negatif oldugu goérlildi. Bezlerde yogun
sitoplazmik ve nukleer boyanma izlenirken stromal hicrelerde de ¢ekirdek boyanmasi
dikkat cekiciydi.

Sekil 4.17 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta LIF ekspresyonunun yerlesimi ve dagihm.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S), Miyometriyum ;(M), Perimetriyum (P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —500 pm.

Grup?2

Lumen, bez epiteli ve stromal hicrelerde kuvvetli boyanma dikkati cekti.
Boyanma sitoplazmik ve nikleer olarak gozlendi.
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Sekil 4. 18 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunliik uterus dokusunda LIF Ekspresyonunun yerlesimi
ve dagihmi. Limen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum;(M).
immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 pm

Grup 3

Lumen epitelinde yer yer kuvvetli yer yer zayif boyanma izlenirken bezlerde
boyanma kuvvetli olarak gdzlendi. Endometriyum stromal hucrelerinde o6zellikle de
bazal yerlesimli stromal hicrelerde kuvvetli reaksiyon goérulirken, miyometriyum
tabakasi negatif olarak goraldi.

Sekil 4.19 Grup 3: Mimik uygulanan 13 ginlik uterus dokusunda LIF Ekspresyonunun yerlesimi
ve dagihmi. Limen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum;(M),
Perimetriyum;(P). immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 pym.
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Grup 4

Lumen epiteli ve bez epitelinde negatif boyanma gozlendi. Endometrial desidual
hicrelerde pozitif hiicreler gdzlendi.

Sekil 4.20 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda LIF ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Desidua;(D), Bez epiteli;(BE), Liimen epiteli;(LE), immunoperoksidaz
&hematoksilen Bar: — 50 pym

Grup 5

Dev trofoblast hicrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon izlenirken, villuslardaki fetal
kapillerlerin negatif oldugu dikkati ¢ekti.

o

Sekil 4.21 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 gunluk gebe uterusunda LIF ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Dev trofoblast hiicreler (DT). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: —
100 pym.
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3.IL6

Grup 1

Lumen epitelinde ve bez epitelinde zayif derece boyanma izlendi. Stromal
hiicrelerde ekpresyon pozitif olarak izlendi. Ozellikle endometriyum bazal bélgesinde
kuvvetli IL 6 eksprese eden stromal hucrelerin yogun oldugu dikkati cekti.
Miyometriyum tabakasinin ise negatif boyanma goésterdigi belirlendi.

Sekil 4.22 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta IL-6 ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 pm.

Grup 2
Lidmen epitelinde pozitif ekpresyon izlendi. Limen epiteli apikal membrani,
sitoplazmaya nazaran daha kuvvetli oldugu gérildi. Bezlerde ve stromal hlicrelerde

ekspresyon negatif olarak izlendi.

-

Sekil 4. 23 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunluk uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun yerlesimi
ve dagihmi. Limen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S). Immunoperoksidaz
&hematoksilen Bar: — 50 uym
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Grup 3
Ldmen epitelinin apikal membran ve sitoplazmasinda zayif derecede boyanma
izlendi. Bezlerdeki kuvvetli boyanma goéruldia. Stromal hicreler, miyometriyum ve

perimetriyum tabakasi negatif olarak tespit edildi.

Sekil 4.24 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Limen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum
(M), Perimetriyum;(P). Immunoperoksidaz&hematoksilen Bar: — 500 ym

Grup 4

Endometrial bezlerde ve desidual hicrelerde kuvvetli nikleer boyanma izlendi.

Sekil 4.25 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunluk gebe uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagihmi. Bez epiteli;(BE), Desidua hiicreleri;(D). Immunoperoksidaz &hematoksilen
Bar: — 100 ym
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Grup 5

Trofoblast hicreleri, dev trofoblast hiicreleri ve intervilldz kapillerler kuvvetli
pozitif ekspresyon gosterirken, miyometriyum tabakasi negatif ekspresyon gdosterdi.

Sekil 4. 26 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 ginlik gebe uterusunda IL-6 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Desidua tabaka(D). Dev trofoblast hicreler;(DT), Miyometriyum;(M), Vill6z
yapilar;(V). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 ym

4.1L-18
Grup 1

Epitel hucrelerinin apikal membrani orta derece boyanma g0sterirken
sitoplazma ve c¢ekirdekte boyanma izlenmedi. Stromal hiicrelerde ve miyometriyum

tabakasinda ekspresyon kuvvetli pozitif olarak goruldua.

Sekil 4.27 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusuta IL-18 Ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).
immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 pym.
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Grup 2

Lumen epitelinde ve bezlerde pozitif boyanma izlendi. Stromal hucrelerde
Ozellikle [limene yakin bolgelerde zayif reaksiyon gosterdigi belirlendi.

Sekil 4.28 Grup 2: Mimik uygulanan 8 ginlik uterus dokusunda IL-18 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 ym

Grup 3

Lumen epiteli, bez epiteli ve stromal hucreler zayif reaksiyon gosterirken,
miyometriyum tabakasinda negatif reaksiyon gosterdi.

Sekil 4. 29 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda IL-18 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S),
Miyometriyum; (M), Perimetriyum(P). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 ym
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Grup 4

Lumen epitel hicreleri ve endometrial desidual hucreler negatif olarak
izlenirken, uterus bezlerinde zayIf sitoplazmik ekspresyon dikkat ¢ekiciydi.

Sekil 4.30 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda IL-18
Ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Limen Epiteli;(LE), Trofoblast; (T), Bez epiteli;(BE),
Desidua hicreleri;(D), Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 ym

Grup 5

Trofoblast hucreleri pozitif ekspresyon goésterirken, dev trofoblast hcreleri
negatif ekspresyon gosterdi.

Sekil 4.31 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 glnlik gebe uterusunda IL-18 Ekspresyonunun

yerlesimi ve dagiim. Dev trofoblast hiicreler;(DT). Villéz yapilar;(V). immunoperoksidaz
&hematoksilen Bar: — 100 pm.
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5. VEGF
Grupl

Lumen ve bez epitelinde kuvvetli pozitif boyanma izlendi. Boyanma hem nikleer
hem sitoplazmik olarak gorildi. Stromal hiicrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon gosteren
hdcreler tim endometriyumda dagilmis sekildeydi. Miyometriyum tabakasinda yogun

nikleer boyanma gdsteren hicreler izlendi.

Sekil 4.32 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta VEGF ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lamen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 pym

Grup?2

Lumen epitelinin apikal membraninda orta derecede reaksiyon gdsterirken
hicrelerin  ¢ekirdeklerinde negatif, sitoplazmalarinda zayif boyanma g6ruldd.
Endometriyumdaki tim bezlerde boyanma orta derecede ve zayif olarak izlendi.
Stromal hicrelerde reaksiyon negatif olarak goéruldu.
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Sekil 4.33 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunliik uterus dokusunda VEGF ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 ym

Grup 3

Limen epitelinde yer yer kuvvetli sitoplazmik ve nukleer boyanma izlendi.
Bezlerde boyanma yogun sitoplazmik ve nukleer olarak goéruldd. Stromal hucrelerde
kuvvetli pozitif boyanma goérulda.

Sekil 4.34 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda VEGF ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 um.
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Grup 4

Limen ve bez epitelinde boyanma kuvveti pozitif olarak goéruldi. Desidual
hicrelerde ise ekspresyon negatif olarak izlendi.

Sekil 4.35 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 glnlik gebe uterus dokusunda VEGF
Ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Lumin epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Desidua
hicreleri;(D). Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 um

Grup 5

Trofoblast hilicrelerinde sitoplazmik ekspresyon kuvvetli pozitif olarak goraldi.
Dev trofoblast hilcreleri negatif boyanirken, hicrelerin ¢evrelerinin  ¢ok yogun

boyanmasi dikkat ¢ekici olarak goéraldu.
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Sekil 4.36 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 gunlik gebe uterusunda VEGF ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Desidua tabaka;(D). Dev trofoblast hucreler;(DT). Villoz yapilar;(V).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 ym

6. CD 105
Grup 1 (Ostrus Evresi)

Limen ve bez epitelinde pozitif reaksiyon izlendi. Stromal hicrelerin pozitif
boyanma gosterdigi, 6zellikle pozitif boyanan hicrelerin bazal tabakada yogunlastigi
dikkati ¢ekti.

Sekil 4. 37 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta CD105 ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hiicreler;(S). Inmunoperoksidaz &ematoksilen Bar:
— 200um.
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Grup 2

Lumen epitelinin zayif reaksiyon gdsterdigi, reaksiyonun apikal membraninda
orta dereceye c¢iktigi gozlendi. Bezlerde sitoplazmada ve nlkleer bdlge de kuvvetli
boyanma dikkat c¢ekiciydi. Fonksiyonel tabakadaki stromal hicrelerde de pozitif

sitoplazmik boyanma gozlendi.

A X N~
N

Sekil 4. 38 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunlik uterus dokusunda CD105 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagihimi. Lumen epiteli; (LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S).
Immunoperoksidaz&hematoksilen. Bar: —200 um.

Grup 3

Limen epitel hlcreleri sitoplazmasi zayif pozitif, ¢ekirdekler ise negatif
ekspresyon gdsterdi. Stromal hlcrelerde de pozitif reaksiyon gdsteren hicreler tespit
edildi.

Sekil 4.39 Grup 3: Mimik uygulanan 13 ginlik uterus dokusunda CD105 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagihmi. Limen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S).
immunoperoksidaz&hematoksilen. Bar: — 200 ym
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Grup 4

Ldmen epiteli hdcreleri negatif reaksiyon gosterirken, desidual hucrelerde
kuvvetli boyanmanin oldugu dikkati cekti. Bezlerde ise ¢ok zayif boyanma oldugu
go6zlendi.

Sekil 4. 40 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda CD105
ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Desidua
hicreleri;(D), Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 um

Grup 5
Trofoblast hicrelerinde, dev trofoblast hiicrelerde, fétal kapillerlerde ve desidual

hlcrelerde boyanma yogun pozitif olarak gézlendi.

Sekil 4.41 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 glinlik gebe uterusunda CD105 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Desidua tabaka;(D), Dev trofoblast hucreler;(DT), Villoz yapilar;(V).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 pym
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7. NANOG
Grupl

Limen ve bez epitelinin apikal bélgesinde zayif boyanma izlenirken sitoplazma
ve cekirdekte boyanma goézlenmedi. Epitel tabakanin altindaki stromal hicrelerde
boyanma negatifken bazal kisimda pozitif boyanan stromal hicrelerin varligi dikkat
cekiciydi. Miyometriyum ve perimetriyum tabakalarinda negatif ekspresyon goéruldu.

Bununla birlikte kan damarlarinda pozitif boyanma belirgindi.

Sekil 4.42 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta NANOG ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 pym

Grup 2

Limen epitelinin apikal memebraninda zayif pozitif boyanma izlenirken
sitoplazma ve cekirdekte negatif ekspresyon goruldi. Bez epitelinde ekspresyon
negatif olarak belirlendi. Genel olarak stromal hicrelerde zayif sitoplazmik boyanma
géruldu. Fonksiyonel tabaka stromal hlcrelerde boyanma orta derecede, bazal
tabakaya yakin bezler de boyanma cok zayif olarak belirlendi. Miyometriyumda ve
perimetriyum tabakasinda ¢ok az hlicre de zayif boyanma izlendi.
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Sekil 4.43 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunlik uterus dokusunda NANOG ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S),
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 um.

Grup3

Ldmen epitelinin apikal membrani daha kuvvetli olmakla birlikte kuvvetli pozitif
reaksiyon izlendi. Bezlerde boyanma orta derecede sitoplazmik ve nukleer olarak
gérildii. Stromal hiicrelerde kuvvetli niikleer boyanma izlendi. Ozellikle bazalis
tabakasinda pozitif boyanan hicrelerin yodun oldugu dikkati ¢ekti. Miyometriyum

tabakasinda az da olsa ¢ekirdek boyanmasi saptandi.

Sekil 4.44 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda NANOG ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S),
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 ym
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Grup 4

Ldmen epiteli ve desidula hlicrelerde ekspresyon negatif olarak izlendi. Uterus
bezleri zayif pozitif reaksiyon gosterirken damarlarin kuvvetli pozitif boyanmasi dikkat
cekiciydi. Miyometriyum tabakasinda ¢ok zayif ekspresyon goézlendi.

Sekil 4.45 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda NANOG
ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Trofoblast;(T), Bez epiteli;(BE), Limen epiteli;(LE),
Desidua hiicreleri;(D). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 pym

Grup 5

Trofoblast hicrelerinde kuvvetli pozitif reaksiyon izlenirken dev trofoblast
hlcreleri negatif olarak izlendi.

ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Dev trofoblast hucreler;(DT).  Villoz yapilar;(V).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar; — 100 ym
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8. Oct3/4
Grupl

Lumen epiteli, bez epiteli ve stromal hucreler pozitif reaksiyon gdsterdi.

Sekil 4.47 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta Oct3/4 ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 um.

Grup 2

Lidmen epitelinde, stromal hicrelerde, miyometriyum ve perimetriyum
tabakasinda boyanma negatif gézlend. Bezlerde orta derecede sitoplazmik ve nikleer
boyanma dikkat ¢ekici oldugu goéruldu.

Sekil 4.48 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunlik uterus dokusunda Oct3/4 Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S),
Miyometriyum; (M), Perimetriyum;(P). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 um.
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Grup 3

Limen epiteli negatif ekspresyon gosterirken bezlerde zayif ekspresyon dikkat
cekti. Stromal hiicreler, miyometriyum ve perimetriyum tabakalarida Oct3/4 igin negatif
ekspresyon goruldu.

Sekil 4.49 Grup 3: Mimik uygulanan 13 ginlik uterus dokusunda Oct3/4 ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Ldmen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hicreler;(S),
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 pym.

Grup 4
Limen epitelinde, trofoblast hlcrelerde, desidual hiicrelerde pozitif ekspresyon

g6ralda.

Sekil 4. 50 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda. Oct3/4
ekspresyonunun yerlesimi ve dagiimi. Limen epiteli;(LE), Desidua hucreleri;(D),
immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: —, 500 ym



e

Grup 5

Trofoblastlarda ve dev trofoblastlarda pozitif ekspresyon goéruldi. Koryonik

villuslarda sinsityotrofoblastlar negatifken, Hofbauer hicreleri pozitif olarak izlendi.

"

Sekil 4.51 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 gulnlik gebe uterus dokusunda Oct3/4
ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi. Desidua tabaka;(D), Dev trofoblast hicreler;(DT), Villoz
yapilar;(V). Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 um.

9. SSEA
Grup 1

Limen epiteli hicrelerin de kuvvetli nikleer boyanma g&steren hicreler
belirlendi. Bez epiteli hiicrelerinde orta ve zayif derecede nikleer boyanma goralda.
Stromal hilcrelerde hem fonksiyonel hem bazal bdlgelerdeki hicreler zayif pozitif

boyanma izlendi. Miyometriyum tabakasinda boyanma negatif olarak gorulda.
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Sekil 4. 52 Grup 1: Ostrus evresindeki uterusta SSEA ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi.
Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —100um.

Grup2

Limen epitelinde negatiften orta dereceye kadar degisen derecelerde boyanma
gosteren hiicreler gorlldi. Bezler de kuvvet pozitif boyanma dikkat g¢ekiciydi. Stromal
hicreler hem fonksiyonal hem bazal tabaka da zayif pozitif boyanma goérildi.
Miyometriyum da zayif pozitif boyanma gdsteren hiicreler olmakla birlikte genel olarak
negatif boyanma goérulda.

Sekil 4. 53 Grup 2: Mimik uygulanan 8 gunlik uterus dokusunda SSEA Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagiimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S).
Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —100 um
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Grup 3

Limen epitelinde ¢ok zayif ekspresyon izlenirken, bez epitel hicrelerinin
kuvvetli boyanmasi dikkat ¢ekiciydi. Stromal hulcrelerde boyanma negatif olarak

goralda.

Sekil 4.54 Grup 3: Mimik uygulanan 13 gunlik uterus dokusunda SSEA ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Lumen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hucreler;(S).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 ym

Grup 4

Hem desidual hucrelerde hem de endometrial bezlerde kuvvetli pozitif
ekspresyon izlendi. Limen epitelinde sayisi az olmakla birlikte pozitif ekspresyon
gOsteren hicreler gorildid. Miyometriyum tabasinda hem nikleer hem de sitoplazmik

kuvvetli ekspresyon gorulda.
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Sekil 4.55 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 gunlik gebe uterus dokusunda SSEA
ekspresyonunun yerlesimi ve dagilimi. Limen epiteli;(LE), Miyometriyum;(M), Trofoblast;(T),
Bez epiteli;(BE), Desidua hicreleri;(D). Immunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 ym

Grup 5

Trofoblast hicrelerde, dev trofoblast hicrelerde, ekstravilloz trofoblast

hicrelerde kuvvetli pozitif boyanma goruldu.

Sekil 4.56 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 gunlik gebe uterusunda SSEA Ekspresyonunun
yerlesimi ve dagilimi. Desidua tabaka(D), Dev trofoblast hicreler;(DT), Villoz yapilar;(V).
Immunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 ym
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5. TARTISMA

Genel olarak, miRNA-200 ailesi Uyelerinin ekspresyonu, endometriyum
reseptivitesinde dlsuktir. Fare endometrial stroma hlcrelerinde miRNA-200a, miRNA-
200b ve miRNA-200c ekspresyonlari, implantasyon sirasinda azalirlar (Liu ve ark
2016). Estella ve ark. (2012) yapmis olduklari galismada, insan endometrial stromal
hicrelerinin desidualizasyonu boyunca miRNA ekspresyonunun profillerine bakmis ve
miRNA ailesinin  UG¢ Uyesinin  (MiIRNA-181, miRNA-183 ve miRNA-200'Un)
desidualizasyon sirasinda asagi regule olduklarini bildirmiglerdir (Estella vd 2012).
Zheng ve ark. (2017) ise saglikh kontrol, infertil, erken gebelik ve dugsuk yapmis olan
kadin gruplar Gzerinde yapmig olduklar calismada, serumdaki miRNA-200 ailesi
dyelerinden (miRNA-200a, miRNA-200b, miRNA-200c, miRNA-141 ve miRNA-429)
mMiRNA-200c'nin infertilite icin en duyarl ve spesifik belirte¢ oldugunu éne surmuslerdir
(Zheng vd 2017).

Endometrial gelisim ve stromal hiicre desidualizasyonu, 6strojen ve progesteron
tarafindan duzenlenmektedir. Fare endometrial stromal huicrelerinde miRNA-200
ekspresyonu; en fazla Ostrus evresinde artis gosterirken, metadstrus ve didstrus
sirasinda kademeli bir azalma gostermektedir. miRNA-200 knockdown farelerde
desidualizasyon, olumsuz etkilenir ve desidual farklilasmaya eslik eden mezenkimal

epitelyal gecis benzeri degisikliklerin olugsmadigi gorilir (Jimenez vd 2016).

Endometrial proliferasyonun ¢ok fazla oldugu implantasyon éncesi proliferasyon
evresinde, miRNA-200c ekspresyonu yiiksektir. implantasyon déneminde ise hem
mMiRNA-200c ekspresyonunun ve hem de endometrial proliferasyonun azaldigi
disunulmektedir. Zheng ve ark. (2017) yapmis olduklari g¢alismada, miRNA-200c
ekspresyonunun yaban tip farelerin gebeliklerinin 4. GuUnlUnde, uterus

endometriyumlarinda azalmis oldugunu bildirmiglerdir. miRNA-200c mimigi enjeksiyonu
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yapilan farelerde miRNA-200c ekspresyonunun arttigi ve enjeksiyonun, embriyo
sayllarinda azalmaya neden oldugu bildirilmistir (Zheng vd 2017). Liu ve ark (2016)
yapmis olduklari ¢alismada, uterus boynuzlarina yapilan miRNA-200a enjeksiyonunun,
apoptozisi etkileyerek implantasyon hizini kismen azalttigini ve implante olan embriyo

sayisinda azalmalara neden oldugunu bildirmislerdir (Liu vd 2016).

Calismamiz da benzer sekilde, miRNA-200c mimigi uygulanan siganlarin sag
uterus boynuzlarindaki embriyo sayilarinin, mimik uygulanmayan sol uterus
boynuzlarindaki embriyo sayilarina goére istatistiki acidan anlaml olarak (p<0,05)
azaldigini gosterdi. Bazi deneklerin, mimik uygulanan uterus boynuzlarinda implante
olan higbhir embriyoya rastlanmadi. Calismamiz, mMiRNA-200c’nin  embriyo

implantasyonunu olumsuz bir sekilde etkiledigini gosterdi.

Blastosistin uterusa implantasyonu, memeli Gremesinde ¢ok énemli bir adimdir.
Bu implantasyon, blastosist ile alici uterus arasinda karsilikh bir etkilesim icermektedir.
Steroid hormonlari, adezyon molekilleri, buyime faktorleri, sinyal molekulleri ve
reseptorlerin, basarilh implantasyonu etkiledigi bilinmektedir (Inyawilert vd 2014).
integrinler; implantasyon sirasinda hem maternal hem de embriyonik yiizeylerde
bulunmaktadirlar (lllera vd 2003).

integrinler, Gireme déngiisii ve erken gebelik boyunca uterus iginde dinamik bir
sekilde dizenlenirler. Endometrial epitel hicrelerde, 6zellikle a1B1, avB3, a4B1, a6 ve
B4 integrinlerin zamansal ve uzamsal ifadelerinin tanimlanmasinin, endometrial
alicilikta embriyo implantasyonu icin anahtar rol oynadigi dusunidlmektedir (Reddy vd
2003). Preeklampsi, vaskuler problemlerin neden oldugu intrauterin gelisme geriligi ve
kusurlu luteal fazlar dahil olmak Uzere c¢esitli hastaliklar, integrin paternlerindeki

anomaliler ile agiklanabilmektedir (Merviel vd 2001).

Marwood ve ark. (2009) yapmis olduklar ¢calismada, insanlarda endometriyum
Iimen epitelinde ve bez epitelinde integrin a1, -av, -B1, ve -B2 alt birimleri ve dimer -
avp5 -avB1, avB3’in yer aldigini bildirmisler ve avp3 dizeylerinin orta seviyede
eksprese edildigini gdzlemlemislerdir (Marwood vd 2009). Gebelidin basinda, integrin
ekspresyonundaki degisiklik, trofoblasttaki integrinler (embryo/endometriyum iletigimini
saglayan integrinler avf3, o4p1, a6B1 ve a7B1) ve embriyonun desidua
(a6B4—a5p1—a1B1—0a4p1 ¢odalma durumundan endovaskiler sisteme gecis) istilasi
ile senkronize edilir. Alfa dimer, ayni anda uterus epitelinde ve trofoblastta bulunur
(Merviel vd 2001).
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lllera ve ark. (2003) yapmis olduklari calismada, gebe tavsan uterus boynuzuna
avB3 integrinini bloke edici antikor uygulamiglar ve enjeksiyonu takiben 10. glinde
embriyo sayilarinda azalma oldugunu bildirmislerdir. implantasyon digi bolgelerde,
hamile olmayan eriskin ve olgunlasmamis endometriyumda ve implantasyon
bélgesinde B3 alt birimi icin RT-PCR analizleri yapiimis ve implantasyon bélgesinde
yiksek mRNA seviyeleri tespit edilmistir. in situ hibridizasyonda, B3 integrin
MRNA'sinin uterus miyometriyumunda ve trofoblastta ekspresyonu gdésterilmistir (lllera
vd 2003).

He ve ark. (2016) yapmis olduklari galismada, integrin avp3'Un, bez epitel
hucrelerinin membraninda eksprese edildigini ve boyanmanin daginik ve zayif pozitif
oldugunu bildirmislerdir. av3 mMRNA ekspresyonunun, implantasyon penceresi
sirasinda yukari regile edildigi bildiriimistir (He vd 2016). integrin avB3'in tim
menstrual déngl sirasinda, stromal hicrelerinde ekspresyonu c¢ok azdir veya hig
yoktur (DuQuesnay vd 2009).

Calismamizda, Ostrus donemi uterusdaki avf3 ekspresyonunun, miRNA
uygulanan grup2 ve grup3 uterusundaki ekspresyon seviyelerinde fark olmadigi
goruldi. Bununla birlikte, mimik uygulanmayan grup4 ve grup5’te ekspresyonun
giderek azaldigi, dzellikle grup5 te ekspresyonun tamamen negatif oldugu tespit edildi.
Galismamizin sonu¢ kisminda, mMiRNA-200c uygulamasinin avpB3 ekspresyonuna

etkisinin olmadigi gézlemlendi.

LIF, insan endometrial hicrelerinde eksprese edilen hayati bir sitokindir ve
implantasyon surecinde rol oynadidi bilinmektedir. Literatirde, LIF'in anormal
ekspresyonunun, anormal embriyo implantasyonu ile iligkili oldugunu dogrulayan farkli

g¢alismalara rastlanmistir.

LIF, blastosistlerin implantasyona ilerlemesinde hayati bir rol oynamaktadir. LIF
mekanizmasinda, LIF-LIFR-gp130 kompleksi dnemli gorev almaktadir. Bu kompleks,
hicre ici alanda JAK/ STAT3 molekuller yolagini izlemektedir. LIF, ayrica STAT3'Un
fosforilasyonunu indikleyerek, ekstravilléz trofoblast istilasini dizenler. Bazi hayvan
calismalarinda JAK-STAT yolunun cesitli modeller kullanilarak bozulmasi, blastosist
implantasyonunun basarisiziina neden olmustur (Shan vd 2019). insanlarda LIF,

endometriyum, desidua ve koryon tarafindan salgilanir. LIF eksikligi olan farelerin
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uterusunun, desidual bir tepkiye giremedigi ve bu nedenle de LIF'in stromal

desidualizasyon igin vazgecilmez oldugu dustnilmektedir (Hambartsoumian 1997).

Gebelik sirasinda, sitokin fonksiyonu icin nispeten stabil miktarlarda LIF'in
gerekli olmasi hayati 6neme sahiptir. LIF eksikligi, implantasyonu olumsuz ydnde
etkiler. LIF'in asiri ekpresyonu, endometrial blyimeyi inhibe edebilir (Hambartsoumian
1997).

Tawfeek ve ark. (2012) yapmis olduklan ¢alismada, hem dogurgan hem de
infertil kadinlarin endometriyumunda implantasyon penceresi sirasinda, LIF mRNA
ekspresyonunun varligina bakmislar ve infertil kadinlarin endometriyumunda LIF
MRNA ekspresyonunun, fertii gruba kiyasla o6nemli Olgide azalmis oldugunu

gozlemlemislerdir (Tawfeek vd 2012).

Cai ve ark. (2000), LIF antikorunu gebeligin 3.gininde uterus boynuzu igine
enjekte etmigler ve gebeligin 8. gunuinde LIF antikoru uygulanan uterin boynuzlarina
implante olan embriyo sayisinin kontrol grubuna gore istatistiksel olarak azaldigini
bildiriimislerdir (Cai vd 2000). Bhatt ve ark. (1991), LIF ekspresyonunun endometrial
bezlerde gebeligin dérdinci gininde, maksimum ifade edildigini bildirmiglerdir (Bhattt
vd 1991).

Charnock-Jones ve ark. (1994), saglikh bayanlardan alinan endometrial biyopsi
orneklerinde LIF mRNA miktarinin, proliferatif fazda dusik oldugunu veya
saptanamadigini, orta ila geg sekresyon evresinde ise ekspresyonun yaklasik alti kat
artis gosterdigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, en ylksek ekspresyonun ise geg¢
sekresyon evresinde gorildigunu ifade etmislerdir. Calismada, LIF ekspresyonunun
orta ve ge¢ sekresyon evresinde glandiler epitelde lokalize oldugu belirtilmis,
stromada, bezlerdekine kiyasla zayif ve degiskenlik gésteren bir miktar LIF
immunoreaktivitesi tespit edilmistir. Alti farkli hastadan alinan érnekler, déngindn her
fazi i¢in analiz edilmis, orta ve ge¢ sekresyon evresinde, glandiler epitelde net ve
tekrarlanabilir boyanma gosterirken, stromada hafif lekelenme oldugu ve bu
boyanmanin zayif oldugu ve hicre disi matriks ile iligkili oldugu gdézlemlenmistir.
Arastirmacilar, miyometriyum tabakasinda hem buylk kan damarlarinin hem de diz
kas hucrelerinin cogunun guclu bir sekilde boyanma gosterdigini bildirmiglerdir. In vitro
fertilizasyon laboratuvarindan blastosist temin edilerek yapilan arastirmada,

implantasyon sirasinda maternal endometriyumun LIF Urettigi, blastosistin LIF reseptdr
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MRNA'sini eksprese ettigi ve bu nedenle bu sinyale yanit verebilecegin 6ne

surtlmustir (Charnock-Jones vd 1994).

Calismada Charnock-Jones ve arkadaslarinin bulgularina benzer sekilde, LIF
ekspresyonunun, grup1 0Ostrus dénemi endometriyumunda 6zellikle reaksiyonun bez
epitelinde kuvvetli oldugu saptanmistir. Limen epitelinin genellikle negatif oldugu buna

karsin yer yer pozitif reaksiyon gosteren bolgelerin de bulundugu gérilmustar.

Chen ve ark. (2000) yapmis olduklari calismada, LIF eksikligi olan disi ve
embriyolarin, LIF’in intra peritonel enjeksiyonu ile normal embriyonel gelisme ve
implantasyon gdésterdikleri belirtiimistir. Gegici LIF ekspresyonu, gebeligin 4. gininde
sadece uterusta embriyo implantasyonu ve desidualizasyonuna izin veren bir alicilik
durumuna neden olmaktadir. LIF eksikligi olan farelerde ve yaban tip farelerde
implantasyonun baglangicina kadar, uterus hicre proliferasyonundaki degisiklikler,
hormon seviyeleri, blastosist lokalizasyonu ve laktoferrin ve Muc-1 ekspresyonunda
fark olmadigi gosterilmistir. LIF eksikligi olan farelerde, uterusta embriyolarin varligina
veya yapay uyaranlara (Parafin oil) karsi desidualizasyon gerceklesmez (Chen vd
2000).

Maternal LIF'in, trofoblast buyumesine, konseptus fonksiyonuna ve ankrajina
dahil oldugu bildirilmistir. LIF mRNA ekspresyonunun, desidual stromal hicreler ve
glandiler epitelde sinirli  oldugu bildirilmistir (Hambartsoumian 1997). LIF’in
miyometriyumda eksprese edildigi bildirilmistir. LIF'in, diger sitokinler tarafindan
arttinlan bir etki olan in vitro miyoblast cogalmasini tesvik ettigi gosterilmistir (Austin ve
ark 1992).

Calismamiz kapsaminda miyometriyum tabakasindan elde edilen sonuglar,
Austin ve arkadaslarinin c¢alismalarindan elde edilen sonuclardan farkhdir.
Miyometriyum tabakasi; grup 1, grup 3 ve grup 4’te de negatif eksprese olurken, grup 2
ve grup 5te pozitif ekspresyon géstermektedir. Calisma bulgulari, miRNA200-c’nin

miyometriyum tabakasindaki rolu hakkinda net bilgi vermemektedir.

Plasentadaki LIF'e 0zglu reseptorlerin  seviyesi, normal hamilelikte
degismemektedir (Kojima vd 1995). LIF, hamileligin erken déneminde desidual doku
tarafindan aktif olarak salgilanmaktadir ve hamileligin kurulmasinda énemli bir role

sahiptir. (Hambartsoumian 1997).
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Calismamizda yer alan grup2 ve grup3’'te LIF ekspresyonunun arttidi, buna
karsilik 6zellikle grup4’te ekspresyonunun negatif oldugu goértlmastir. Gebeligin ileri
doénemlerinde trofoblast hiicrelerinde, ekspresyonun pozitif oldugu ancak serbest
villuslarda sinsityotrofoblast hicrelerinin negatif ekspresyon gosterdigi belirlenmistir.
Bulgular, miRNA-200c uygulamasinin limen ve bez epitelinde LIF ekspresyonu

Uzerinde etkili olmadigini disundidrmektedir.

interlékin-6 (IL-6), badisiklik ve enflamatuar yanitlarda, hiicresel proliferasyon
ve farklilasma Uzerinde ¢oklu biyolojik etkileri olan bir sitokindir (Nishino vd 1990). IL-6
immunreaktivitesi, menstrual dongu boyunca hem endometrial epitel hiicrelerinde hem
de stromal hicrelerde gézlemlenmektedir (Tabibzadeh 1991). Endometrial dokuda
yetersiz IL-6 ve IL-1 mRNA ekspresyonu, bozuk bir maternal bagisiklik yanitina yol
acabilir, desidual dokunun yeniden sekillenmesini saglayip, anjiyogenezi etkileyebilir
veya dizensiz trofoblast farklilasmasi ve tekrarlayan dusuklere neden olabilir (Jasper
vd 2007).

Yapilan calismalarda IL-6 mRNA’sinin orta ve ge¢ sekresyon evresindeki
endometriyumda, geg¢ proliferatif evre endometriyumuna goére daha fazla eksprese
edildigii gdézlemlenmistir (Vandermolen ve Gu 1996, Chimote vd 2010). IL-6 proteini ve
MRNA’sI, orta sekresyon evresindeki endometriyumda agirlikh olarak bez ve liminal
epitel hucrelerinde lokalizasyon gostermektedir (Tabibzadeh ve Sun 1992, Champion
vd 2012).

Calismamizda yukarida bahsedilen calismalardan farkh olarak, Grupl’de hem
Ilimen hem de bez epitelinde zayif IL-6 ekspresyonu izlenmis buna karsin
ekspresyonun stromal hucrelerde kuvvetli oldugu goéralmuagstir. miRNA-200c mimigi
uygulanan grup2'de bezlerde ekspresyonun negatif oldugu gbézlenirken, grup3’te
kuvvetli pozitif ekspresyon gdézlenmistir. Fakat bu olasi ekspresyon farkhligin nedeni

aciklanamamistir.

Azalmis IL-6 ve IL-1 mRNA’sI, nedensiz tekrarlayan disuklerle iligkilidir. Jasper
ve ark (2007) yapmisolduklari ¢calismada, tekrarlayan disik yasayan bir grup hastada
IL-6 ve IL-1'in endometrial ekspresyonunun azaldigini goéstermislerdir (Jasper vd
2007). IL-6'nin trofoblast Uzerindeki fonksiyonel etkileri, IL-6 Uretiminin yapildig
bolgeler ve trofoblastta IL-6 ile induklenen sinyal mekanizmalari hakkinda c¢ok fazla

bilgi bulunmamaktadir (Champion vd 2012).
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Nishino ve ark (1990) yapmis olduklari calismada, plasentada trofoblast
hicrelerinin IL-6 Urettiklerini ve IL6-R'nin trofoblast tabakasinda bulundugunu ancak
mezenkimal ve endotel hicreleri gibi diger hicrelerde boyama goérulmedigini
bildirmiglerdir. IL-6'nin insanlarda trofoblast blylimesine ve plasental gelisimine katkida
bulunabilecegi 6ne surtlmustir. Yapilan calismalarda epitelyal, endotelyal ve lenfoid
hicreler icermeyen endometrial stromal hicrelerin kiltir ortamina IL-6 salgiladiklari
bildirilmistir (Nishino vd 1990).

iltihapla iligkili bazi sitokinler (IL-la, IL-Ift TNFa ve IFNgama), IL-6 salgilamak
icin stromal hicreleri indUkler. Bununla birlikte IL-1alfa, endometrial stromal hiicrelerde
IL-6 Uretiminin glclii indlkleyicisidir. insan trofoblast hiicrelerinde hem IL-6 hem de IL-
6 reseptori bulunmaktadir. IL-6, trofoblast kultirlerinde insan koryonik gonadotropin
(hCG) dretimini indUkler. Trofoblastlardan hCG salinimini, otokrin mekanizma ile
dizenledigi dusunulmektedir. IL-6'nin insan endometrial stromal hicreleri tarafindan

Uretimi, fizyolojik &strojen seviyesi ile yukari regule edilir (Tabibzadeh 1991).

Champion ve ark (2012) yapmis olduklari ¢alismada 8-10, 12-14 ve 16-20
haftalik gebelik yaslarinda sonlandirdiklari embriyolarin, plasenta ve desidua dokularini
makroskobik olarak ayirmiglar ve CD10 + stromal hicreleri, sitotrofoplast ve
extravillous trofoblast hicrelerini isole edip, kultire etmislerdir. IL-6'nin plasenta yatagi
boyunca tim gebelik yaslarinda yaygin oldugu ve Iokositler, stromal hucreler ve
extravilloz trofoblast hucrelerinde immun reaktivite gosterdigi bildirilmigtir. IL-6
reseptorleri, gp130 ve IL-6Ra tum gebelik yaslar gruplarinin plasenta yataginda
extravilléz trofoblast hucrelerinde tespit edilmigtir. Plasental yatak igindeki spiral
arterlerde IL-6Ra ve gp130 gorulmastir. Ayrica IL-6, incelenen tim gebelik yaslarinda
plasentanin hilicre kolonlarindaki sinsityotrofoblast, villéz sitotrofoblast ve extravilléz
trofoblast hicrelerinde immin reaktivite gostermistir. IL-6 immun boyama, extravill6z

trofoblast hicre kolonlarinin distal kisimlarinda en belirgin oldugu bildirilmistir.

IL-6 nétralize edici antikor ilavesinin extravilldz trofoblast hicresi istilasi
Uzerinde etkisinin bulunmadigi, extravilldz trofoblast hicrelerinden salgilanan endojen
IL-6'nin invazivliklerinde bir rol oynamadigi distnilmektedir. Bu calismada, erken
gebelikte uteroplasental dokularda yiksek seviyelerde IL-6 ekspresyonu gorilmis,
desidual stromal hicreler, sitotrofoplast ve extravilléz trofoblast hicreleri IL-6

uretiminin, gebelik yasi ile birlikte arttigi gozlemlenmigtir (Champion vd 2012).
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Calismamiz icinde grup5’te; spongiotrofoblastlarda, desiduada ve dev trofoblast
hicrelerinde negatif ekspresyon gorilirken, ekstravilléz trofoblastlarda ve erken
gebelik déoneminde (grup 4) desidual hicrelerde pozitif ekspresyon izlendi. Elde edilen
calisma bulgulari, miRNA-200c’'nin IL-6 ekspresyonuna c¢ok fazla etkisinin olmadigini

dusundurttd.

Endometriyum ve embriyo arasindaki immunolojik etkilesim, gebeligin kurulmasi
ve siurdurdimesinde merkezi bir éneme sahiptir. Endometriyumda c¢alisan bagisiklik
sistemi, TNF, IL -1 IL-6 IL-8, IL-15 ve IL-18 gibi lokal olarak Uretilen gesitli sitokinlerle
module edilir (Yoshino vd 2001).

Endometriyumun mukozal bagisiklik sistemi, cinsel yolla bulasan bakteri veya
virusler dahil olmak Gzere patojenik organizmalara karsi 6nemli bir ilk savunma hattidir
(Yoshino vd 2001). IL 18, hem dogustan gelen bagisikligi ve hem de Thl ve Th2
kaynakli bagisiklik tepkilerini arttirir (Weissenbacher vd 2014). Yoshino ve ark (2001),
herhangi bir hormonal tedavi almamis saglikli bayanlardan histeroskopi ile endometrial
biyopsi almis, endometrial dokudan stromal hicreler ve endometrial epitel hicreler
elde etmis, bu hicrelere RT PCR analizi yapmis ve IL-18, IL-18R ve IL-18BP
mRNA'larinin menstrual déngi boyunca 6nemli bir dalgalanma olmadan yapisal olarak
eksprese edildiklerini géstermislerdir (Yoshino ve ark 2001). Epitel hicrelerdeki 1L-18
ekspresyonunun, stromal hucrelerdeki IL-18 ekspresyonundan daha fazla oldugu
bildirilmistir. IL-18 Uretimi, desidualizasyon sirasinda buyuk O&lgide artar. IL-18R,

endometriyumun stromal hicrelerinde ifade (eksprese) edilir (Van Mourik vd 2009).

Calismamizda, 6strus donemi (grup1) endometriyumunda stromal hiicrelerde
kuvvetli pozitif reaksiyonlar izlenmistir. Epitel hicrelerindeki apikal membranda pozitif
reaksiyon gorulmuastir. Mimik uygulanan grup2 ve grup3 epitel dokularda, pozitif
reaksiyon izlenmistir. Stromal hiicrelerde ekpresyonun zayifladigi dikkat ¢ekmistir.
Grup1’den farkli olarak miRNA200-c’nin epitel ve bezlerinde ekspresyonun artmasi,

stromal hicrelerde azaltmasi dikkat ¢ekicidir.

Ostrojen ve progesteron, fare uterusunda IL-18 mRNA ekspresyonunu inhibe
eder ve Fas-Fas ligand apoptozunu arttirir. Bu durumun, anjiyogenez lzerinde inhibe
edici etkisi oldugu dusunllmektedir. infertilite tedavisi sirasinda embriyo transferi
sonras! implantasyonu basarisiz olan hastalarda, fertii hastalara kiyasla IL-18
ekspresyonunda genis degisiklikler gbozlemlenmigstir (Lédée vd 2006). IL-18 fetal veya

diger antijenlerin etkisi altindaki makrofajlar, stromal hicrelerde ve desidual dokudaki
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hicrelerden Uretilebilirler.  1L-18 reseptérinin trofoblast hicreleri  lzerindeki
ekspresyonu ilginctir. Trofoblastin maternal doku hticrelerine yayilmasi veya blylmesi,
maternal taraftan dretilen IL-18 tarafindan etkilenebilir ve kontrol edilebilir.
imminohistolojik olarak bakildiginda, IL-18 reseptoriiniin villdz damarlarda, trofoblast
tabakasi, interstisyel hicreler ve fetal kan hicreleri (esas olarak cekirdeklenmis
eritrositler ve monositler) tizerinde glcll bir sekilde boyandigi gosterilmistir (Tokmadzic
vd 2002).

IL-18, insan villéz trofoblast hlcrelerinde erken ddénemde gérinmese de
ilerleyen donemlerde dev ekstravilloz trofoblast hucrelerinde ve nadiren aktif
makrofajlarda goérallr. Periimplantasyon bdlgesindeki IL-18, uterin dogal &lduricu
hucrelerini, erken hamilelik sirasinda vaskuler yeniden sekillenmede 6nemli bir rol
oynayan IFN Uretmek icin uyarabilir. IL-18'in, implantasyon yerinin vaskularizasyonu

icin gerekli olabildigi dusunulmektedir (Weissenbacher vd 2014).

Calismamiz icindeki grup5'te trofoblast hicrelerinde pozitif ekpresyon
izlenmesine karsin dev trofoblast hiicrelerde ekpresyon izlenmemistir. Bununla birlikte,

erken gebelik déneminde ekspresyonun negatif oldugu belirlenmistir.

VEGF; vyetigkin dokularinda, embriyogenez ve anjiyogenez sirasinda
vaskilogenezin 6nemli bir dizenleyicisidir (Halder vd 2000). VEGF, vaskdler
gegcirgenligi uyarabildigi icin, vaskuler gegirgenlik faktort olarak da bilinir (Chakraborty
vd 1995). Endometriyum, erken gebelikte hizh ve dinamik degisikliklere ugrayan
heterojen hicre tiplerinden olugur. Epitelde eksprese olan VEGF-A, damarlarin yeniden

sekillenmesinde 6zel bir iglev gostermektedir (Halder vd 2000).

VEGF, basarili embriyo implantasyonu icin 6énemli bir sitokindir. Baglanma
reaksiyonunun baslamasiyla birlikte kemirgenlerde blastosist boélgelerinde uterusun
vaskuler gecirgenligi artar. Bunu, stromal desidualizasyon ve anjiyogenez takip eder
(Chakraborty vd 1995).

Walter ve arkadaslari, gebeligin 1- 5. glinlerinde uterus boynuzlarini ¢ikarttiklari
fare VEGF A izoformlarinin mRNA ekspresyonlarina bakmiglardir. Ekspresyonun
gebeligin 2. gununde en dusuk duzeyde, gebeligin 5. guninde ise en yuksek dizeyde
oldugunu gozlemlemiglerdir. VEGFR ekspresyonunun, implantasyonun 3. gununden
sonra arttigi bildirilmistir. Yapilan immunohistokimyasal boyamada, en yuksek immun

reaktivite endotelyal hlcrelerde g6zlenmistir. Bununla birlikte, endometriyum ve
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miyometriyumda gebelik gulnlerinde (1.-5. glnler) ekspresyonda anlamli bir fark
olmadigi, perisitler ve vaskiler diz kas hucrelerinde ve subepitelyal stromal
fibroblastlarda boyanmalarin oldugu gézlenmistir. Miyometriyumun, gézlem yapilan
gunler icinde genellikle az boyanma gésterdigi bildiriimistir. VEGFR-2, glanduler epitel
hicrelerinde ve daha az oranda liminal epitelde imminreaktivite géstermistir. Epitelial
boyamalarda g¢ekirdekte sitoplazmaya gére daha fazla boyanma oldugu bildirilmistir.
Hamilelik gUnleri arasinda glandiler veya luminal epitel hiicreleri icin anlamli bir fark
olmadigi bildirilmistir (Walter vd 2010).

Zhang ve ark (2001), gebeligin 4. gununde uterin boynuzuna 1.9 pg/3ul. VEGF
antikoru enjekte ettikleri farelerde, implante olan embriyolarin sayilarinda azalma
gozlemlemislerdir. VEGF antikor dozajlarinin, embriyo implantasyonunu tamamen
inhibe etmedigi géralmustir. Bu durum, VEGF'nin dizenleyici yolaktaki tek anahtar
faktor olmadigini gostermistir. Gebeligin 4. gininde toplanan fare blastosistleri in vitro
ortamda uterus epitelyal hicreleri ile kiltire edilmis ve tek tabaka epitel hicre
mediumuna farkli dozlar da VEGF antikoru ilave edilmistir. Blastosistlerin, artan doza
bagli olarak tek tabakali playtlere yapisma oraninin istatistiksel olarak azaldigi
bildirilmistir (Zhang vd 2001).

Yapilan calismalar, fare blastosisti Uzerinde lokalize VEGF ekspresyonunun,
embriyo implantasyonu sirasinda trofoblastlarin invazyonunu ve gégunu dizenleme
kapasitesine sahip olabilecegini gdstermektedir (Zhang vd 2001, Chakraborty vd 1995).
Halder ve ark (2000), gebeligin 3. ve 4. gunlerinde hibridizasyon yéntemi ile VEGF-A
ve izoformlarinin epitel hicrelerinde ve subepitelyal stromada mRNA ekspresyonunu
gézlemlemislerdir. implantasyonu takiben 5. giinde VEGFA mRNA birikiminin agirlikli
olarak implantasyon bdlgesinde blastosisti gevreleyen luminal epitelde ve desidualize
edici stromada oldugu bildirilmistir. 6-8. gunlerde implantasyonun ilerlemesi ile VEGF A
izoformu mRNA, desidual hudcrelerde gorulmastur. Bu mRNA'nin 8.gunde trofoblast
dev hicrelerinde ve bazi embriyonik dokularda da mevcut oldugu bildirilmistir (Halder
vd 2000).

VEGF, endotelyal hicreler icin bir mitojendir ve anjiyogenezin bir
indukleyicisidir. VEGF mRNA’sinin gebeligin 1.ve 2.gUnlerinde endmetryiumdaki
Iiminal epitelyumda, gebeligin 3.gununde az da olsa stromal hucrelerde, 4. gunde
luminal epitel hicrelerinde, subepitelyal hicrelerde ve stromal bodlgede eksprese
edildigi bildiriimistir. VEGF mRNA ekspresyonu, ilk baglanma reaksiyonundan sonraki

5. gunde liminal epitel ve blastosisti hemen c¢evreleyen stromal hicrelerde meydana
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gelmistir. Mezometrial ve antimesometrial kutuplardaki desidual bdélgelerde yer alan
hicreler ve 6zellikle 8. ginde VEGF trofoblast dev hicreleri, mRNA'y1 eksprese
etmislerdir (Charkraborty vd 1995).

Calismamizda o6zellikle grup 5te VEGF’nin ¢ok yogun eksprese oldugu
saptanmistir. Grupl-grup 2 ve grup 3'te 6zellikle limen ve bez epitelinde VEGF
ekspresyonunun  kuvvetli izlenmesi, miRNA200c’nin VEGF  ekspresyonunu

etkilemedigini gostermigtir.

Embriyonik gelisim sirasinda damar olusumu ve anjiyogenez i¢in CD105
gereklidir. CD105, agirlikh olarak c¢ogdalan endotel hucrelerinde eksprese edilir.
Menstrual déngl sirasinda endometrial endotel hlcrelerinde, mezenkimal kok
hucrelerde ve plasentada CD105 bulunmaktadir (Chadchan vd 2016).

Chadchan ve ark (2016), reseptif asamada 4. gun farelerde luminal epitel
hicrelerinde ve bez epitel hicrelerinde CD105 ekspresyonunun; yiksek seviyelerde
oldugunu, stromal hicrelerde ve miyometriyal hicrelerde CD105 ekspresyonunun;

daha dusuk dizeylerde oldugunu belirtmiglerdir (Chadchan vd 2016).

Calismamizda da grup1’de lumen epitelinde, bez epitelinde ve stromal
hicrelerde pozitif reaksiyon izlenmistir. Mimik uygulanan Grup2 ve Grup3 limen
epitelinde zayif reaksiyon izlenmis, bez epiteli sitoplazmasinda ve nlkleer boélgede

kuvvetli boyanma goralmuastur.

Trofoblast hiicreleri tarafindan maternal vaskdler sistemin basarili bir sekilde
istila edilmesi, normal bir plasentanin olusmasi icin bir 6n kosuldur. TGF-beta,
trofoblast yayllmasinin dizenlenmesinde rol oynar. CD105, betal ve beta3
izoformlarini baglayan ve gebelik boyunca sinsitiyotrofoblastta ylksek seviyelerde
eksprese edilen TGFbeta reseptdr kompleksinin bir bilesenidir. CD105, istilaci yol
boyunca farklilasan ekstravilloz trofoblastlar Gzerinde gecici olarak yukari regule edilir.
CD105, agirhkli olarak prolifere olan endotelyal hicrelerde, plasentanin
sinsitiyotrofoblastinda ve stromal hicrelerde ylksek seviyelerde, ekstravill6z

trofoblastlarda gecici olarak eksprese edilir (Caniggia vd 1997, Chadchan vd 2016)

Chadchan ve ark (2016) implantasyon penceresi boyunca embriyo
implantasyonu igin CD105 proteini ve mRNA ekspresyonu arastirdiklari ¢calismalarinda

alici asamasinda ve blastosist varliginda CD105 ekspresyonunun yukari regile
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edildigini bildirmislerdir. Arastirmacilar, liminal epiteli ve bez epitelinde baskin oldugu
ve stromal hicrelerde daha hafif ekspresyon goésterdigini belirtmislerdir. Embriyo
yapismasindan sonra, birincil ve ikincil desidual bélgelerin kuruldugu stromal hiicrelede
desidualizasyon sireci baslar. CD105 ekspresyonunun gebeligin 6. glninde
implantasyon boélgelerinde birincil desidual bélgede, 7. glinden itibaren ikincil desidual
bblgenin stromal hicrelerinde ve 6zellikle implantasyon bélgesinde yaygin oldugu
bildirilmistir. implantasyon bdélgesini baskilayan ve daha sonra geri kazanilmasini
saglayan bir CD105 siRNA’si kullanilarak yapilan galismada, blastosist sayilarinda
azalma oldugu bildirilmigtir. CD105 siRNA'sinin, endometrial CD105’i etkilemekle
kalmadigi, embriyonik CD105 ekspresyonu Uzerinde de etkili oldugu belirtilmistir.
CD105’in embriyo blyUmesindeki rolu Uzerine yapilan inceleme; tek tabaka
endometrial epitel hicresinin, CD105 engellenmig kultirlerde embriyo baglanmasini ve
yapisma reaksiyonunu engelledigini gostermistir. Tek katman epitel hucre kultard,
embriyo baglanma reaksiyonunda gerceklesen trofoblast yapisma ve baglanmasinda
endometrial eksprese edilen CD105’in roli oldugunu gdstermektedir (Chadchan vd
2016).

Calismamizda yer alan grup4’te, desidual hiicrelerde gortlen kuvvetli boyanma
dikkat cekiciydi. Bez epitellerinde ¢ok zayif boyanma oldugu goézlendi. Grup5’te
trofoblast hicrelerinde, dev ftrofoblast hicrelerde, fotal kapillerlerde ve desidual

hicrelerde ise boyanma, yogun pozitifti.

Endometrial hicrelerde hedef genlerinin transkripsiyonunu birlikte duzenleyen
Uc koklik markeri Oct-4, NANOG ve SOX-2'nin fonksiyonel rolinu gdsteren ¢alismalar
bulunmaktadir (Shariati vd 2019).

Bentz ve ark (2010), Oct3/4 ekspresyonunun menstrual dénglye bagl
olmaksizin, bez epitellerinde ve stromada eksprese edildidini bildirmiglerdir (Bentz vd
2010). Matthai ve ark (2006), herhangi bir nedenle histereskopi yapiimis bayanlarin
endometriyumunda Oct-4 ekspresyonlarini incelemigler ve ekspresyonlari genellikle
endometriyumun stromasinda gdzlemlemislerdir (Matthai vd 2006). Choobineh ve ark
(2016), 12 disi fare (6 ila 8 hafta arasinda) ile gergeklestirdikleri ¢alismalarinda, vajinal
smearda goOzlenen hicre tiplerine gbre proGstrus, Ostrus, metadstrus ve didstrus
evrelerini tespit etmiglerdir. Uterus dokusunda farkli menstrual déngiide Oct-4, SOX2,
NANOG ve KLF4'un (Kruppel-benzeri faktér 4, cinko parmak transkripsiyon faktoru)
ekspresyonlarina bakan arastirmacilar, 6strojen doéngustunin tum fazlarinda;

endometriyum bezleri, endometrial stroma ve endometriyumun bazal ve fonksiyonel
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katmanlarinin perivaskiler bdlgelerinde ve miyometriyumda siklikla pozitif hicreler
gorduklerini ifade etmislerdir (Choobineh vd 2016).

Calismamizda mimik uygulanan Grup2 ve Grup3’ te Oct3/4’Un limen epitelinde
ekspresyonu negatif olarak gozlenmistir. Bez epitelinde Grup2 de ekspresyon orta
derecede iken Grup3’te zayif pozitif olarak goriimustir. NANOG’un grup1’de stromal
hicrelerde reaksiyon gdsterirken, mimik uygulanan grup3’te bezlerde ve epitelde pozitif
reaksiyon gostermesi ilging bulunmustur. Mimik uygulanmayan Grup4’te kan damarlari
disinda ekpresyonun negatif olmasina karsin grup5 te trofoblast hiicrelerinde izlenen
pozitif ekpresyon dikkat cekici bulunmustur. miRNA200-c uygulamasindan sonra
NANOG ekspresyonunun arttirmasi oldukga ilging olarak degerlendirilmistir.

Valentiin ve ark (2013) vyaptiklari ¢alismada, histereskopi ile alinan
endometriyum dokusunda SSEA-1’in bazalisin epitel hlcrelerinde yogun bir sekilde
eksprese edildigini belirtmislerdir. Premenopozal endometriyumda, adet dongusunun
erken proliferatif fazda SSEA-1 ekspresyonunun bazal bezlerde yodunlastiklari ve hem
proliferatif fazda hemde sekresyon fazinda ylizeysel bezlerde ekspresyonun azaldigini
bildirmiglerdir. SSEA-1 immdunoreaktivitesi, endometriumda ylzeyel bez epitelinde
%1'den daha az iken bazaliste %60'In Uzerinde bir oranda ekspresyon gdsterdigi
bildirilmistir (Valentijn vd 2013).

Galismamizda, SSEA-1’in grupl Iimen epitelinde kuvvetli gcekirdek boyanmasi,
bez epitelinde ise orta dercede ¢ekirdek boyanmasi gozlenmistir. Mimik uygulanan
gruplarda limen epitelinde boyanma izlenmezken, bez epitellerinin kuvvetli boyanmasi
oldukga dikkat cekicidir. Grup4’'te bez epitelinde ekspresyon izlenmistir. Grup5’te
trofoblast hicrelerinde, dev trofoblast ve ekstravilléz trofoblast hicrelerinde kuvvetli
boyanma dikkat gekicidir. Ostrus grubuyla karsilastirildiginda bez epitellerinde SSEA-1
ekspresyonun artmasi miRNA uygulamasinin bezlerde ekspresyonu arttirdigini

dusundurtmuistr.
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6. SONUCLAR

Calismamizda, uterus boynuzuna fizyolojik salin uygulanan siganlarin embriyo
sayllari ile herhangi bir uygulama yapilmayan sicanlarin embriyo sayilari arasinda
herhangi bir anlamh fark bulunmadi§i istatistiksel analizler ile goésterilmistir. Uterus
boynuzlarina miRNA-200c uygulanan sig¢anlarin, uygulamanin yapildigi taraftaki
embriyo sayilar ile uterus boynuzlarina salin uygulanan ve herhangi bir uygulama
yapilmayan siganlarin embriyo sayilari arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
oldugu gozlenmigtir. Bu noktadan hareketle miRNA-200c’nin, embriyo sayisini anlamh

bir sekilde azalttigi sonucuna ulagiimistir.

immunohistokimyasal analizle yapilan boyanmada, gruplar arasinda CD105,
Alfabbeta3, IL-6, IL-18, LIF, NANOG, Oct3/4, SSEA ve VEGF ekspresyonlari

karsilastiriimigtir. Bu kargilastirma neticesinde, agagidaki sonuclara ulasiimistir.
- Alfa5Beta3 ekspresyonunun gruplar arasinda fark géstermedigi,

- LIF ekspresyonun o6strus grubunda limen ve bez epitelinde yogun ekspresyon
gosterdigi, mimik uygulanan gruplarda gebeligi takip eden grup2’de ekspresyonun
yogun oldugu, ancak grup3’'te ekspresyonun azalmasi beklenirken ylksek seviyede
ekpresyon gdsterdigi, erken gebelikte azalmis ve gebeligin 13. glininde tekrar artmis
oldugu,

- IL-6 ekspresyonunun grup2’de bez epiteli ve stromal hlcrelerde negatif izlendigi
gorilmistir. implantasyon dénemi olan 4. ginde uygulanan miRNA-200c
uygulamasinin, IL-6 ekspresyonunu baskiladigi,

- IL-18 ekspresyonunun, miRNA-200c uygulanan mimikli gruplarda azaldigi,

- VEGF ekspresyonunun, miRNA-200c uygulanan gruplarin stromal hucrelerinde

azaldigi, mimik uygulanmayan grup 4’te azalmanin oldugu ancak plasentada arttigi
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- CD105 ekspresyonu karsilastirildiginda, gruplar arasinda Iimen ve bez epitelinde
fark bulunmazken, stromal hicrelerdeki ekspresyonun miRNA200c uygulanan
gruplarda azaldig,

- NANOG ekpresyonunun miRNA-200c mimigi uygulanan gruplarda stromal hiicrelerde
arttigi, mimik uygulanmayan erken gebelikte azaldidi ve plasentada arttig,

- Oct3/4 ekspresyonu; grup1de limen epiteli, bez epiteli ve stromal hiicrelerde poziitif
boyanma gdsterirken, mimik uygulanan Grup2 ve Grup3’ te limen epitelinde negatif
ekspresyon gostermistir. Bez epitelinde ekspresyonun, Grup2’de orta derecede iken
Grup3 te zayif pozitif olarak goéraldugu,

- SSEA1 ekpresyonunun, miRNA-200c uygulanan gruplarda bezlerde arttigi, mimiksiz
gruplardan gebeligin 13. ginidnde elde edilen plasentada ekspresyonun arttig

bulunmustur.

Arastirmalarimizin sonuglari, miRNA-200 ailesi Gyelerinden en spesifik belirteg
olan miRNA-200c’nin, uterusta infertiliteyi saglayan molektler mekanizmalar arasinda
oldugunu gostermistir. MiRNA-200c¢’nin, gelecek ¢alismalarda klinik infertilite tanisinda
kullanilabilme ihtimali dustunuldiginde, elde ettigimiz veriler 6zgln olup, literatlre

onemli katki saglayacak ve bu alanda yapilacak ileri calismalara zemin olusturacaktir.
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Abstract The purpose of this clinical study is to compar-
atively investigate the interleukin-33 (IL-33) levels in
gingival crevicular fluid (GCF), saliva and plasma of
patients with periodontal disease as well as periodontally
healthy subjects and the association between these levels
and clinical parameters. GCF, saliva and plasma samples
were collected from systemically healthy, non-smoker
chronic periodontitis patients (CP group, n = 20), gin-
givitis patients (G group, n = 20) and periodontally heal-
thy control groups (H group, n = 20). Full-mouth clinical
periodontal parameters were also recorded. IL-33 levels
were determined by ELISA. The total amount of GCF IL-
33 was greater in the G and CP groups compared to the H
group (p < 0.05). The GCF IL-33 concentration was sig-
nificantly lower in the CP group than in the H and G groups
(p < 0.001). Salivary or plasma IL-33 levels were similar
in the study groups. The total amount of GCF IL-33 was
positively correlated with the GI, PI and BOP (%)
(p < 0.05). Considering the present findings, the increase
in total amounts of GCF IL-33 may have a role in the
pathogenesis of periodontal disease.
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Introduction

Periodontal diseases are infectious/inflammatory diseases
initiated by complex interactions between microbial dental
plaque and host inflammatory-immune response and this
disease affects the supporting tissues of teeth, which leads
to their progressive destruction and tooth loss [1-4].
Mediators produced by hosts such as proteinases, cytokines
and prostaglandins contribute to tissue destruction [5]. The
interleukin-1 (IL-1) family of cytokines (IL-1a, IL-1p and
IL-1Ra) has various immunoregulatory properties in the
infection and inflammation processes [6]. One of the
recently defined member of the IL-1 family is IL-33 [7].
This cytokine is expressed in many tissues including acti-
vated macrophages, fibroblasts, epithelial cells, ker-
atinocytes, smooth muscles and endothelial and dendritic
cells [8]. Interleukin-33 is the ligand of the ST2 receptor, a
member of the Toll-like receptor/IL-1R superfamily [9].
Various cell types such as T-helper type 2 (Th2) cells, mast
cells, basophils, eosinophils and innate lymphoid cells are
activated by IL-33 [7, 10]. IL-33 is now known as a dual
function cytokine acting both as an anti-inflammatory
intracellular and as a proinflammatory extracellular cyto-
kine [10]. IL-33 enhances the expression of IL-4, IL-5 and
IL-13 by Th2 cells and also stimulates the production of
proinflammatory mediators such as tumor necrosis factor-a
(TNF-ar), IL-6 and IL-1 [11]. Saidi et al. reported that IL-
33 expression was not constitutive, but was mainly indu-
cible by TNF-a and IL-1B in bone marrow stromal cells
and CD14+ mononuclear cells from peripheral blood [12].
It has been suggested that IL-33 has a role in several dis-
eases such as cardiovascular diseases, asthma, atopic der-
matitis, inflammatory bowel disease (IBD), rheumatoid
arthritis (RA) and systemic lupus erythematosus (SLE)
[13, 14]. It has been indicated that IL-33 presumably has
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three roles in relation to periodontal disease: as an alarmin,
a chemoattractant and a systemic cytokine [9]. IL-33 is
released by damaged cells (mainly fibroblasts and epithe-
lial cells), because of necrosis and acts as an alarmin. IL-33
also induces mast cell degranulation and the production of
proinflammatory cells (i.e., macrophages, eosinophils and
basophils) [9]. After IL-33 is recognized by mast cells,
these cells are activated and express histamines, leuko-
trienes, prostanoids, proteases, cytokines and chemokines
attracting neutrophils to the infection site [9, 10]. Thus, it
has been suggested that the release of inflammatory
mediators and IL-33 induce osteoclast activation by
increasing RANKL production and diminishing OPG pro-
duction [9]. Mun et al. demonstrated that IL-33 was
equivalently effective in inducing osteoclast differentiation
from human CD14+ monocytes as RANKL and indepen-
dently of RANKL/RANK [15]. According to this finding,
IL-33 may play a role in alveolar bone destruction in
periodontitis.

In our previous study, we evaluated the IL-33 expression
in rat periodontium immunohistochemically. Significantly
increased IL-33 levels were observed in periodontitis group
compared to the healthy group. Additionally, a positive
correlation between IL-33 and RANKL expressions was
also demonstrated [16]. However, Buduneli et al. con-
cluded that IL-33 was not a diagnostic marker in separating
chronic periodontitis from periodontally healthy condition
in humans, although they found the gingival crevicular
fluid (GCF) IL-33 concentrations were significantly lower
in the periodontitis group than in controls [17]. In another
study, GCF levels of IL-33 were evaluated in generalized
aggressive periodontitis (GAP), chronic periodontitis, gin-
givitis and periodontally healthy subjects and it was
demonstrated that IL-33 total amounts of the study groups
were similar [18]. In a recent study, Papathanasiou et al.
failed to detect IL-33 in GCF samples from healthy, gin-
givitis and periodontitis sites [19].

The studies investigating the relationship between IL-33
and periodontal disease were inadequate in the literature.
This present study comparatively investigates the levels of
IL-33 in chronic periodontitis (CP), gingivitis and peri-
odontally healthy individuals and tests whether this cyto-
kine is correlated with clinical parameters.

Materials and methods

Study population

The present study consisted of 60 subjects (33 females and
27 males; age range 19—64 years): 20 periodontally heal-

thy, 20 with gingivitis and 20 with chronic periodontitis.
All participants were recruited from the Department of

@ Springer

Periodontology, Faculty of Dentistry, Izmir Katip Celebi
University, Izmir, Turkey. Approval for the study was
taken from the Izmir Katip Celebi University Ethics
Commission for human subjects and conducted in accor-
dance with the guidelines of the Declaration of Helsinki
(2014/166). The study protocol was explained to all par-
ticipants and written informed consent was taken from all
before clinical periodontal examination and biofluid sam-
pling. Individuals with medical disorders such as diabetes
mellitus, immunologic disorders, pregnant or nursing
females, smokers and those who had antibiotic/anti-in-
flammatory drugs or periodontal therapy in the previous
6 months were excluded from the study. All participants
had >20 teeth present. The participants were divided into
three groups according to periodontal health: H group—
healthy periodontium, BOP at <20 % of the sites and no
sites with probing depth (PD) >3 mm and clinical attach-
ment level (CAL) >2 mm or alveolar bone loss (N = 20,
12 males, 8 females, mean age: 33.38); G group—gin-
givitis, BOP at >20 % of the sites and no sites with PD and
CAL >3 mm or bone loss (N = 20, 6 males, 14 females,
mean age: 32.35); CP group—chronic periodontitis, >4
teeth in each jaw with PD of >5 mm, CAL of >4 mm,
BOP at >80 % of the proximal sites and radiographic
evidence of interproximal bone loss (N = 20, 9 males, 11
females, mean age: 42.88).

Clinical measurements

The clinical evaluation of the patients was determined by
PD, plaque index (PI) [20], gingival index (GI) [21] and
BOP (%). Four sites for each tooth (mesial, distal, buccal
and lingual/palatal) for PI, GI and BOP (%) measurements,
six sites for each tooth (mesiobuccal, mid-buccal, disto-
buccal, mesiolingual/palatal, mid-lingual/palatal and dis-
tolingual/palatal) for PD and CAL measurements were
examined. All clinical measurements were recorded by the
same calibrated examiner.

GCF sampling

At least 24 h after the clinical measurement visit, GCF,
saliva and plasma samples were collected in the morning
after an overnight fast. Filter paper strips (Periopaper,
Oraflow Inc., Plainview, NY, USA) were used for GCF
sampling. GCF sampling sites were determined consider-
ing the clinical measurements at the first visit. GCF sample
collection was done before instructions for oral hygiene
and full-mouth scaling. The isolation of sampling area was
performed with sterile cotton rolls to protect samples from
saliva contamination. All supragingival plaque was
removed by a sterile curet and the sample site was dried by
air spray. The paper strips were carefully inserted into the
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gingival sulcus until feeling a mild resistance and left in
place for 30 s. Blood-contaminated paper strips were dis-
carded. A calibrated device (Periotron 8000, Oraflow) was
used for GCF volume measurements. The two paper strips
taken from two non-adjacent sites of each participant were
placed in a plastic sample tube and pooled before storing at
—80 °C. An actual volume (microliters) by reference to the
standard curve was determined converting the electronic
readings.

Saliva sampling

A saliva volume of 1-1.5 mL was taken simply by
expectorating into plastic tubes on the day GCF samples
were taken. Samples were vortexed for 3 min, followed by
centrifuging at 10,000xg for 10 min to separate cellular
and food debris and minimize the turbidity of saliva, which
can negatively affect the accuracy of analysis. Saliva
supernatants were stored at —80 °C until additional mea-
surement of salivary IL-33 levels was performed using
ELISA.

Plasma sampling

Plasma samplings were performed on the same day after
GCF and saliva samples were taken. A standard
venipuncture method was used for obtaining venous blood
(5 mL) from the antecubital vein, and the plasma separa-
tion from blood was performed by centrifugation at
1500x g for 10 min. Then, samples were stored at —80 °C
until subsequent ELISA analyses.

ELISA analysis of IL-33 in biofluids

The IL-33 (eBioscience, Vienna, Austria) levels in GCF,
saliva and plasma were measured by ELISA according to
the manufacturer’s instructions. The detection range was
7.8-500 pg/mL, with a sensitivity of 0.2 pg/mL for the IL-
33 ELISA assay. A wavelength of 450 nm was used for
spectrometric measurement. The GCF IL-33 concentra-
tions (pg/uL) were calculated by multiplying the IL-33
absorbance values by 0.65 mL (dilution volume) and
dividing by the GCF volume (pL). The absorbance values
of IL-33 (pg/mL) in GCF were multiplied by diluent vol-
ume (0.65 mL) and then divided by 2 (two stripes) for
determining the total amount of IL-33 gathered in 30 s (pg/
30 s).

Statistical analyses
The statistical analysis was carried out using commercially

available software (SPSS v.20.0, IBM, Chicago, IL, USA).
The normality of the data was verified using the Shapiro—

Wilk normality test. While clinical parameters were nor-
mally distributed, GCF volume and biochemical parame-
ters were not normally distributed. Therefore, ANOVA test
followed by Tukey’s test for pairwise comparisons were
used for clinical parameters. For GCF volume and bio-
chemical parameters, the differences between groups were
tested by the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
nonparametric comparison for which the Kruskal-Wallis
test is significant. Spearman rank correlation test was used
for associations among mean levels of the IL-33 and
clinical parameters. A p < 0.05 value was considered to be
statistically significant for all analyses.

Results
Clinical analyses

Table 1 presents the mean whole-mouth clinical parame-
ters and individuals’ age in the study groups. Subjects in
the CP group were significantly older than subjects in both
H and G groups (p = 0.001). The CP group presented
greater mean PD, CAL, GI, PI and BOP (%) in comparison
to the other groups (p < 0.001). All clinical parameters
were also significantly greater in the G group compared
with the H group (p < 0.001).

GCeF, saliva and plasma IL.-33 levels

IL-33 levels in biofluids and GCF volume are presented in
Table 2. Significantly higher GCF volumes were found in
the CP group than in the other groups (p < 0.001). There
was also significant difference between the H group and the
G group in terms of GCF volume (p = 0.001). The total
amount of IL-33 in GCF was greater in the G group and CP
group compared to the H group (p < 0.05). The total IL-33
levels were similar in the G group and CP group
(p > 0.05). The GCF IL-33 concentration was significantly
lower in the CP group than in the H and G groups
(p < 0.001, p = 0.003 respectively). IL-33 concentration
in the G group was also lower compared to the H group
(p < 0.05). Salivary or plasma IL-33 levels were similar in
the study groups (p > 0.05).

Correlations

The total amount of GCF IL-33 positively correlated with
the GI, PI and BOP (%) (p < 0.05), but GCF IL-33 con-
centration negatively correlated with all clinical parameters
and GCF volume (p < 0.05). There was no correlation
between salivary IL-33 levels and clinical parameters
(p > 0.05) and also between plasma IL-33 levels and
clinical parameters (p > 0.05) (Table 3).
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Table 1 Ages and whole-

L . Clinical parameters H grou G grou, CP grou value
mouth cincal perodontal ’ Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD) !
groups Age (years) 30.62 (7.65) 33.38 (7.77)° 43.625 (13.54)° 0.001

# of teeth 27.12 (1.20)* 27.11(1.02) 25.75 (1.43)° 0.003
PD (mm) 1.34 (0.36)" 1.71 (0.27)° 3.05 (0.46)° <0.001
CAL (mm) 0 2.16 (0.54)° 4.03 (0.21)° <0.001
GI 0.37 (0.28)* 1.08 (0.36)° 1.71 (0.42)° <0.001
PI 0.58 (0.35)" 1.19 (0.25)° 1.64 (0.39)° <0.001
BOP (%) 8.70 (4.89)" 43.07 (14.52)° 60.74 (21.86)° <0.001
Different letters mean statistically significant differences among the groups
leellls)rl::azleScClsF’oifallIi\jg Sa?r(li the Biologic parameters H group G group CP group p value
Etu dy groups Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR)
GCF volume 0.24 (0.30)* 0.71 (0.57)° 1.3 (0.59)° <0.001
IL-33
GCF total amount (pg/30 s) 13.83 (0.75)" 14.40 (1.55)° 15.63 (2.79)° 0.035
GCF concentration (pg/pl) 55.90 (75.98)* 23.27 (29.90)° 12.02 (4.10)° <0.001
Saliva (pg/mL) 18.79 (1.84) 19.52 (2.92) 19.86 (2.51) 0.803
Plasma (pg/mL) 16.89 (1.07) 16.61 (0.70) 17.18 (1.30) 0.159

Different letters mean statistically significant differences among groups. p value = Kruskal-Wallis test
difference between groups. IQR = interquartile range

Table 3 Correlation coefficients for IL-33 levels in biofluids and clinical parameters

PD GI PI BOP (%) GCF IL-33 IL-33 Saliva IL-33  Plasma IL-33
(mm) volume (ul)  (pg/30s)  (pg/uL) (pg/nL) (pg/uL)
PD (mm) 1 0.801%%  0.768%*%  0.777%*%  0.654%* 0.226 —0.656%* 0.185 0.233
GI 1 0.834%%  (.823%%  (0.615%* 0.362%%  —0.594%* 0.134 0.137
PI 1 0.648%*%  0.604%* 0.355% —0.576%* 0.184 0.087
BOP (%) 1 0.695% 0.351%* —0.684 % 0.124 0.177
GCF volume (pl) 1 0.258 —0.994% 0.032 0.229
IL-33 (pg/30 s) 1 —0.185 0.039 0.107
IL-33 (pg/pL) 1 —0.03 —0.23
Saliva IL-33 (pg/mL) 1 0.262

Plasma IL-33 (pg/mL)

1

* Correlation significance at the p < 0.05 level by Spearman rank correlation test

** Correlation significance at the p < 0.01 level by Spearman rank correlation test

Discussion

This present cross-sectional study comparatively investi-
gates GCF, saliva and plasma levels of IL-33 between
patients with gingivitis or CP and individuals with clini-
cally healthy periodontium. In this study, we observed that
total amounts of GCF IL-33 were significantly higher in
periodontal disease compared to healthy periodontal con-
dition. The GCF level of IL-33 was also positively corre-
lated with clinical measurements such as GI, PI and BOP.

@ Springer

In the light of these findings, we can assume that IL-33 can
be an important biomarker in CP.

In the literature, various studies investigating the rela-
tionship between IL-33 and periodontal disease were
reported. In an in vitro study, it was reported that stimu-
lation of human monocytes with E. coli and P. gingivalis
LPS up-regulated IL-33 at both the mRNA and protein
levels [22]. Beklen et al. indicated that IL.-33 levels were
significantly increased in TNF-a stimulated human gingi-
val fibroblasts compared with unstimulated human gingival
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fibroblasts in cell culture lysates, but were undetectable in
fibroblast culture supernatants after stimulation by TNF-a.
Therefore, he suggested that IL-33 might be an important
regulator of TNF-o-induced functions by fibroblasts in
cases of periodontitis [23]. In our previous animal study,
IL-33 expressions were evaluated immunohistochemically
in rat periodontitis model. Significantly higher IL-33
expressions were observed in the periodontitis group
compared to periodontally healthy control group. We also
observed a positive correlation between IL-33, RANKL
and the number of mast and inflammatory cells [16].
There are a few studies in the literature on clinical
human trials investigating the IL-33 levels in periodontal
health and disease. Buduneli et al. reported that the total
amounts of IL-33 in GCF samples and salivary and
plasma IL-33 concentrations were similar in the CP
patients and periodontally healthy individuals. They
explained this situation with episodic progression of
periodontal disease and suggested that it might be con-
sidered that the rather quiescent form of periodontal tissue
destruction in CP patients might have caused the lack of
significant difference between CP patients and periodon-
tally healthy individuals in terms of IL-33 levels in bio-
logic fluids. It was also observed that the GCF IL-33
concentrations were significantly lower in CP patients
than in periodontally healthy individuals. They indicated
that the significantly lower GCF sample volume in peri-
odontally healthy individuals easily explained the signif-
icantly higher GCF IL-33 concentration in the healthy
individuals than in the CP patients [17]. They suggested
that analyzing other members of the IL-1 family along
with IL-33 may particularly provide better understanding
of the possible role of this cytokine in periodontal dis-
eases. Kursunlu et al. demonstrated that the total amounts
of IL-33 were similar in the GAP, CP, gingivitis and
periodontally healthy subjects. They also observed that
GCF IL-33 concentration of the GAP, CP and gingivitis
subjects was lower compared to the periodontally healthy
subjects. Thus, they concluded that IL-33 does not con-
tribute to the pathogenesis of periodontal disease, unlike
other members of the IL-1 cytokine family [18]. In this
present study, the total amounts of GCF IL-33 were
higher in the CP group and G group compared to the H
group in contrast to previous studies [17, 18]. We paid
attention to sampling sites being GI = 2 and positive in
BOP in gingivitis and CP patients, according to the
clinical records at the first visit. Therefore, we tried to
prevent taking GCF samples from quiescent sites, con-
sidering the findings of the study by Buduneli et al. [17].
While Buduneli et al. reported no significant correlations
between GCF, salivary or plasma IL-33 levels and any of
the clinical periodontal measurements in the their study,
we observed that total amount of GCF IL-33 positively

correlated with GI, PI and BOP (%). This finding sug-
gested that IL-33 levels increased in the presence of
inflammation. In this study, GCF IL-33 concentrations
were significantly lower in the CP group than in the H
and G groups. This finding was in agreement with the
study of Buduneli et al. [17]. However, the concentrations
were directly affected by the GCF sample volume [24],
and we proved this situation by demonstrating that GCF
IL-33 concentration negatively correlated with the GCF
volume. The significantly lower GCF sample volume in
the H group easily explains the significantly greater GCF
IL-33 concentration in the H group than in the CP group.

The plasma levels of IL-33 were found in this study to
be 16.89, 16.61 and 17.18 pg/mL in the H, G and CP
groups, respectively. Buduneli et al. [17] found 2.3 ng/mL
in the CP group and 1.9 ng/mL in the H group. This much
difference with their findings can be the reason for the
different ELISA kits used in the study. However, inter-
group relations are consistent with our study, showing no
significant difference between the study groups. Saliva
concentrations of IL-33 in the same study were similar
between groups (1.1 and 1.2 ng/mL in the CP and H
groups, respectively). Our findings of saliva concentration
are 18.79, 19.52 and 19.86 pg/mL in the H, G and CP
groups, respectively. The salivary and plasma IL-33 levels
were similar in all study groups as in the previous study
[17]. In fact, the salivary IL-33 levels were higher in the G
and CP groups compared to the H group, but the difference
between the study groups failed to reach the level of sig-
nificance. This result could have been significant with
larger sample size and may explain the relation between
periodontal disease and IL-33 levels.

In a recent study by Papathanasiou et al., the detection
of IL-33 levels was not achieved in GCF samples using a
multiplex bead immunoassay. They indicated that the
lowest levels of detection reported by the commercial kit
used in their study was 4.9 pg/mL for IL-33. They con-
clude that IL-33 may not be associated with periodontal
diseases and suggested that this condition would be clari-
fied by evaluating the gene expression of IL-33 from gin-
gival tissue biopsies [19]. In our present study, we could
detect IL-33 in biological fluids of all study groups as in the
previous studies using ELISA [17, 18]. The lowest detec-
tion limit of the ELISA kit in our study was 0.2 pg/mL. It
was indicated that multiplex bead immunoassay was an
extremely reproducible and reliable analysis method, but
cytokine concentration was dependent on the assay system
preferred [25]. Furthermore, the presence of autoantibodies
producing non specific bindings can inhibit the detection of
cytokines in biological samples using multiplex assays
[25]. Another limitation in some multiplex bead
immunoassays is the interpretation and reporting of analyte
values at extremely low concentrations, and it was pointed
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out that there were some sensitivity issues in the very low
range of concentrations, especially for several cytokines
[26, 27].

In another study, it was reported that salivary IL-33
concentrations were statistically higher in patients with
obstructive sleep apnea syndrome (OSAS) than the healthy
control group [28]. They suggested that increased IL-33
salivary concentration did not seem to be related with the
clinical periodontal data. In their study, no statistically
significant differences were found in the clinical peri-
odontal parameters in the OSAS and non-OSAS groups.
However in our study, patients were divided to groups
according to their clinical parameters and, while there was
no correlation between salivary IL-33 concentration and
clinical parameters, there was a significant correlation
between the clinical parameters and the total amounts of
GCF IL-33.

In a recently published study, Malcolm et al. demon-
strated that IL-33 expression was higher in periodontal
tissues of Porphyromonas gingivalis-infected mice as
compared to sham-infected controls. They also reported
that the expression of IL-33 and ST2 was elevated in
gingival tissues of chronic periodontitis patients as com-
pared to healthy tissues and concluded that IL-33 has a role
in exacerbating bone loss in a RANKL-dependent manner
in the presence of bacterial infection [29]. These results
were in agreement with our present and previous animal
study [16].

It has been proved that IL-33 is associated with the
pathogenesis of various diseases including cardiovascular
disease, asthma, IBD, fibroproliferative disease and
autoimmune diseases such as RA, SLE, Behcet’s disease,
Wegener’s granulomatosis and progressive systemic scle-
rosis [13, 30]. In this present study, we observed that the
total amounts of GCF IL-33 were higher in periodontal
disease compared to the periodontal healthy condition. This
finding supported the results of our animal study reporting
increased IL-33 levels in the periodontium of rats with
periodontitis compared to healthy controls
immunohistochemically.

Considering the present findings, the increase in the total
amounts of GCF IL-33 may have a role in the pathogenesis
of periodontal disease. Additional studies with larger
sample size, different methods (evaluating gene expression
of IL-33 in gingival tissue samples) or intervention studies
are required to better clarify the role of this cytokine in
periodontal disease pathogenesis.
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Abstract

The use of stem or progenitor cells from bone marrow, or peripheral or umbilical cord blood is
becoming more common for treatment of diabetic foot problems. These cells promote neovascu-
larization by angiogenic factors and they promote epithelium formation by stimulating cell
replication and migration under certain pathological conditions. We investigated the role of
CD34 + stem cells from human umbilical cord blood in wound healing using a rat model. Rats
were randomly divided into a control group and two groups with diabetes induced by a single
dose of 55 mg/kg intraperitoneal streptozocin. Scarred areas 5 mm in diameter were created on
the feet of all rats. The diabetic rats constituted the diabetes control group and a diabetes + stem
cell group with local injection into the wound site of 0.5 x 106 CD34 + stem cells from human
umbilical cord blood. The newly formed skin in the foot wounds following CD34 + stem cell
treatment showed significantly improvement by immunohistochemistry and TUNEL staining,
and were closer to the wound healing of the control group than the untreated diabetic animals.
The increase in FGF expression that accompanied the local injection of CD34 + stem cells
indicates that FGF stimulation helped prevent apoptosis. Our findings suggest a promising
new treatment approach to diabetic wound healing.

Key words: CD34, diabetic foot, wound healing, apoptosis VEGF, PDGF, FGF, IL-1, Caspase 3,

TGF-o, TNF-B

Umbilical cord blood (UCB) transports nutrients and
oxygen from the mother to the fetus throughout preg-
nancy, while also removing fetal waste. UCB contains
not only blood cells, such as erythrocytes, leucocytes
and thrombocytes, but also greater numbers of stem
cells than are found in adult blood. The stem/pro-
genitor cells (SPCs) in UCB exhibit longer telomeres
and greater replication capacity than SPCs in bone
marrow and peripheral blood. Thymic conditioning
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of UCB SPCs is incomplete; therefore, they are more
compatible with recipients and possess greater advan-
tages for therapeutic use compared to other stem cells
(Beksag 2009).

Diabetes mellitus is a hyperglycemic disorder
that causes impairment of carbohydrate, protein
and fat metabolism. Foot injuries in diabetic indi-
viduals often require hospitalization and are a sig-
nificant cause of increased mortality and morbidity
in this patient group (Kahn et al. 2005).

Wound healing is a complex process that is espe-
cially complicated in patients with diabetes mellitus.
There generally are three phases of wound healing: (a)
inflammation, (b) fibroblastic proliferation and (c)
maturation (remodeling) (Sayek and Ozmen 2009).
The inflammatory phase of wound healing begins
with damage to the tissue and ends within 24-48 h.
Acute inflammation is the initial phase of wound
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healing and it is characterized by migration of
immune cells, which provide protection against
mechanical, bacterial and chemical effects. Blood ves-
sels are important during the inflammatory phase;
regional bleeding commences initially, then coagula-
tion begins (Sayek and Ozmen 2009)

After an injury occurs, neutrophils, lymphocytes
and macrophages migrate to the wound site. The roles
of macrophages at the wound site include fibroblastic
proliferation and differentiation, angiogenesis and
release of mitogenic substances that stimulate col-
lagen synthesis. The growth factors released by active
macrophages include transforming growth factor
(TGF)-B, platelet-derivated growth factor (PDGF),
interleukin (IL)-1, platelet-activating factor (PAF),
transforming growth factor (TGF)-, tumor necrosis
factor (TNEF), fibroblast growth factor (FGF) and epi-
dermal growth factor (EGF) (Sayek and Ozmen 2009).

We investigated the potential ameliorative effects
of CD34 + stem cells for diabetic rats with foot inju-
ries. We used immunohistochemical methods to
investigate TGF-f, PDGF, VEGF, FGF, IL-1 and
TNF-a expression at the wound site. We also inves-
tigated the effects of CD34 + stem cells on apoptosis
using the terminal deoxynucleotidyl transferase
dUTP nick end labeling (TUNEL) method and an
immunohistochemical method for caspase-3.

Material and methods

Animals

Our experimental animal procedures were approved
by the Pamukkale University Experimental Animal
Research Ethical Board. We acquired 18 healthy
male, 20-week-old, 200-250 g Wistar albino rats
from the Experimental Animal Laboratory of the
Faculty of Medicine of Eskisehir Osmangazi
University. The rats were divided randomly into
three groups. Group 1 was the control group (C)
(n = 6), group 2 was the diabetic control group (D)
(n = 4; two rats developed diabetes but anesthesia
dosage was too high; therefore, they died), group 3
was the diabetic group with active stem cell admin-
istration (D + SCs; n = 6). All rats were housed under
laboratory conditions at room temperature (23 +
2°C), 60 = 5% humidity and a 12 h light/12 h dark
cycle. Food and water were provided ad libitum.

A full thickness circular wound of 5 mm in
diameter was created on the front right legs of all
rats using a sterile biopsy punch

Each rat was weighed at the start of the experi-
mental period (day 0). The blood glucose level (BGL)
of each rat also was measured in tail vein blood on

day 0, using a BGL Optium Xceed glucometer and
Abbott Optium FreeStyle and blood glucose sticks
(Abbott Diabetes Care Ltd., Oxon, UK).

Diabetes induction

The six rats of group D and the six rats of group D +
SCs were injected intraperitoneally (i.p.) with a sin-
gle 55 mg/kg dose of streptozotocin (STZ) (Sigma, St.
Louis, MO) freshly dissolved in distilled water.
Development of diabetes in the experimental groups
was confirmed 72 h after STZ treatment by measur-
ing glucose levels in tail vein blood samples. Rats
with blood glucose levels > 250 mg/dl were consid-
ered diabetic (Glirpinar et al. 2010); four of the six
rats in the D group and all six rats in the D + SCs
group met this ctriterion.

CD34 + cells from UCB

Twenty milliliters of human UCB was obtained from
volunteers in the Obstetrics Clinic of Denizli State
Hospital, Denizli, Turkey, who provided written
informed consent. The blood was placed on ice and
transferred immediately to the laboratory in the
Department of Histology and Embryology of the
Faculty of Medicine at Pamukkale University
(Denizli, Turkey).

We used the Easysep method with an EasySep
magnet (18000; Stemcell Technologies, Vancouver,
Canada) and an EasySep Human CD34 Positive
Selection kit (12B43208; Stemcell Technologies) to
obtain the CD34 + stem cells from the UCB. The
cord blood was treated with ficoll, centrifuged at
1913 x g for 25 min, then the buffy coat was
pipetted to another tube. The desired cells were
separated using the Easysep human CD34 positive
selection kit. The D + SCs group was treated by
injection of CD34 + stem cells derived from UCB
into the wound bed. No dressings were applied to
the wounds during the experiment.

Histology

On day 14 of the experiment, i.e.,, 10 days after
inflicting the foot injury, the weight and BGL of
each rat were measured again. The rats were
anesthetized with 30 mg/kg ketamine 1 = 1 HCl
and 6 mg/kg xylazine HCI injected i.p., then
sacrificed by decapitation. Tissue samples were
taken from the wound sites and fixed in 10%
formaldehyde overnight (070312510; Tekkim
Kimya San.Tic. Ltd., Bursa, Turkey). The tissues
were rinsed with tap water, then dehydrated
through ascending ethanols for 1 h in each
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concentration. The tissue was cleared in two
xylene baths for 1 h each, then embedded in par-
affin for 1 h. Sections were cut at 5 ym using a
Leica RM-2125 rotary microtome (Leica, Wetzlar,
Germany) and mounted on lysine-coated glass
slides (23573; Marienfeld Laboratory Glassware
Histobond, Marienfeld, Germany). Sections were
deparaffinized in xylene, rehydrated through
graded ethanols and stained with hematoxylin
and eosin (H & E) (Demir 2001) The sections
were examined using TUNEL and immunostain-
ing for TGF-p1, PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-a
and caspase-3 using a Histostatin-Plus Kit
(1018708A; Invitrogen Corp., Carlsbad, CA).

Immunohistochemistry

After deparaffinization, sections were rehydrated
through a descending ethanol series for 2 min in
each bath. After rinsing the sections with tap water,
the sections were placed in phosphate-buffered sal-
ine (PBS) for 10 min. Endogenous peroxidase activity
was blocked by treatment with 1:9 30% H,O,:metha-
nol. Slides were washed with PBS three times, then
serum blocking solution (Reagent A) was added to
the sections for incubation for 10 min at room tem-
perature. After 10 min, Reagent A was removed and
primer antibody was added drop-wise to wet slides.
Sections were incubated overnight with relevant pri-
mary antibodies: TGF-f (F2512; Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) diluted 1:100,
PDGF (E1311; Santa Cruz Biotechnology) diluted
1:100, VEGF (F1312; Santa Cruz Biotechnology)
diluted 1:100, FGF1 (A0512; Santa Cruz
Biotechnology) diluted 1:100, IL-1 (F2212; Santa
Cruz Biotechnology) diluted 1:100, TNF-o (F2211;
Santa Cruz Biotechnology) diluted 1:100, and cas-
pase-3 (1992267; Millipore, Darmstadt, Germany)
diluted 1:10. All primary antibodies were diluted
with PBS. Sections were washed three times with
PBS for 2 min each, then treated with Broad
Spectrum Second Antibody (Reagent B) for 20 min.
The sections were washed three times with PBS for 2
min each, then treated with horseradish peroxidase
conjugate streptavidin (HRP-SA) (Reagent C) for 10
min. After washing with PBS three times for 2 min
each, the sections were treated with DAB-Plus
Substrate Kit (1018723A; Invitrogen) for 3-10 min.
The sections then were counterstained with Harris
hematoxylin (Merck). The sections were washed
with tap water and dehydrated through 70, 80, 90
and 100% ethanol for 2 min each. Sections then were
coverslipped with Entellan.

We examined immunohistochemical staining in
epidermis, connective tissue, sebaceous glands and

sweat glands. Immunohistochemical staining inten-
sity was scored as: (/) no structure to examine, (—) no
staining, (+/-) very weak staining, (+) weak staining,
(++) medium staining, (+++) strong staining.

TUNEL staining

ApopTag Plus Peroxidase in situ Apoptosis
Detection kits (1951838; Millipore Corp., Billerica,
MA) were used for the TUNEL assays according to
the manufacturer’s protocol. Briefly, sections were
deparaffinized in xylene, rehydrated and incubated
with 20 pm /ml proteinase K for 10 min, then rinsed
in distilled water. Endogenous peroxidase activity
was blocked with 3% hydrogen peroxide. The sec-
tions were incubated in Equlibration Buffer for 5
min, then TdT enzyme was applied and the sections
incubated at 37° C for 1 h. Sections were placed in
pre-warmed working strength stop/wash buffer at
room temperature for 10 min, then incubated with
anti-streptavidin-peroxidase for 45 min. Each step
was separated by washing in PBS. Immunostaining
was vizualized by DAB staining with Harris hema-
toxylin counterstaining.

TUNEL positive (apoptotic) cells were counted
from 10 randomly chosen fields at 400 x and expressed
as apoptotic index using the formula: (number of
apoptotic cells/total number of counted cells) x 100.

Statistical analysis

All data were analyzed using the SPSS 17.0 pack-
age. For comparisons of the rat weights and BGLs,
we used the Kruskal-Wallis test and we used the
Mann-Whitney U tests to determine the signifi-
cance of differences among the groups. Values for
p < 0.05 were considered statistically significant.

Results

Diabetes findings

The initial and final weights of the rats during the
experimental period (days 0-14) are given in Table 1.
We found no significant differences in the initial
weights among groups C, D and D + SCs. By day
14, however, the body weights for both groups D and
D + SCs, were decreased significantly compared to
group C (p < 0.05). We found no significant differ-
ence in body weights between groups D and D + SCs.
Groups D + SCs and D exhibited weight loss com-
pared to their weights at the beginning of the experi-
ment (p < 0.05).

Cord blood stem cells and diabetic foot injuries 3



Table 1. Mean body weights and blood glucose levels

Body weight (g)

Blood glucose (mg/dl)

Treatment group (n) Day 0 Day 14° Day 0 Day 3° Day 14°

Control (6) 255.7 = 30.7 289.0 + 35.0 90.8 + 35.6 101.5 £ 14.0 84.0 £ 10.0
Diabetes control (4) 239.0 = 35.1 238.0 + 6.3%¢ 99.7 £+ 17.6 265.7 + 22.1 319.2 £ 90.0
Diabetes + SCs (6) 239.3 + 26.8 230.0 + 24.0%¢ 83.3+7.6 357.3 + 61.6 373.3 £ 59.0

Data are means + SE.

3Three days after diabetes induction in the diabetes and diabetes + SCs groups, and the day of foot wounding of all rats. ®Ten days after
foot wounding and day of sacrifice. °Significantly different from control group (o < 0.05). “Significantly reduced from day 0 (p < 0.05).

We found that on day 0, the BGLs were similar
among groups C, D and D + SCs. On days 3 and 14, we
found significant increases in BGLs in both groups D
and D + SCs compared to group C (p < 0.05), although
we found no significant differences in the number of
BGLs between groups D and D + SCs (Table 1).

H & E staining

In group C, the epidermis was stratified squamous.
The keratin layer of the epidermis exhibited intense
H & E staining, while the connective tissue fibers,
sebaceous glands, and sweat glands in the dermis
also were well stained (Fig. 1A). In group D, the
epidermis was stratified, but the thickness was
decreased and the spaces around the connective tis-
sue fibers were increased compared to group C. The
sebaceous and sweat glands in the dermis appeared
normal (Fig. 1B). The appearance of the epidermis of
group D + SCs approached that of group C. The
connective tissue fibers, and sebaceous and sweat
glands in the dermis all appeared normal (Fig. 1C).

FGF1

We found weak staining for FGF1 in the group C
epidermis, fibroblast cell nuclei, connective tissue
fibers and sebaceous glands (Table 2, Fig. 2A). In
group D, the epidermis, sebaceous cells and fibro-
blast nuclei showed no staining for FGF1; only
weak FGF1 staining appeared in the connective
tissue fibers (Table 2, Fig. 2B). In group D + SCs,
we found intense FGF1 staining in the apical
region of the epidermis. We also observed FGF1
staining in the fibroblasts and sebaceous cell nuclei
(p < 0.05) (Table 2, Fig. 2C). FGF1 staining in epi-
dermis, connective tissue, sebaceous tissue and
sweat gland was significantly greater in group D
+ SCs than in group D (p < 0.05). The number of
FGF1 stained cells in epidermis was greater in
group C than for group D (p < 0.05). The number

of FGF cells in the epidermis, connective tissue,
sebaceous tissue and sweat glands was greater in
group D + SCs than in group C (p < 0.05).

IL-1

We observed intense IL-1 staining in the epidermis
and sebaceous glands and weaker staining in the
dermal connective tissue cells and fibers in group
C. The IL-1 staining was both cytoplasmic and
nuclear in the stained cells (Table 2, Fig. 3A). In
group D, the cytoplasm and nuclei in epidermis
cells, and connective tissue fibers and nuclei were
stained intensely. Intense staining also was
observed in the cytoplasm and in nuclei of seba-
ceous cells (Table 2, Fig. 3B). IL-1 staining in group
D + SCs was comparable to that in group C; how-
ever, there were unstained areas in both the epi-
dermis and the sebaceous glands, (Table 2,
Fig. 3C). We found more IL-1 positive cells (p <
0.05) in group D + SCs than in groups C and D. IL-
1 positivity was significantly greater in group D +
SCs than in group D (p < 0.05). The number of
connective tissue stained cells was significantly
greater in group D than in group C (p < 0.05). IL-
1 positivity was significantly greater in group D +
SCs than in group C (p < 0.05).

TGF-p

We found a strong TGF- reaction in the epidermis
and sebaceous glands in group C; the connective
tissue fibers in the dermis exhibited medium to
weak staining and the sweat glands showed med-
ium TGF-f staining (Table 2, Fig. 4A). We observed
strong TGF-f staining in the epidermis and seba-
ceous glands, and weak to medium staining of
fibroblast cells and connective tissue fibers, and in
the sweat glands in group D (Table 2, Fig. 4B).
Although epidermis, connective tissue fibers and
sebaceous glands were stained in group D + SCs,
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Fig. 1. H & E staining. A) Group C. B) Group D. C) Group
D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue cells;
arrowhead, connective tissue fibers; SBG, sebacious
gland; SWG, sweat gland.

some sweat glands and connective tissue cells were
stained while others were not (Table 2, Fig. 4C).
Epidermis, connective tissue and sebaceous tissue
TGF-B staining was stronger in group D + SCs than
in group D (p < 0.05). In sweat glands, TGF-
staining was stronger in group D than in group D
+ SCs (p < 0.05). There were more positive cells in
the connective tissue in group D than in group C,
while there were more positive cells in sebaceous
tissue and sweat glands in group C than in group
D (p < 0.05). There were more positive cells in
connective tissue and sebaceous tissue in group D
+ SCs than in group C, while there were more
positive cells in sweat glands in group C than in
group D + SCs (p < 0.05)

TNF-a

Group C exhibited medium TNF-a staining in the
epidermis, connective tissue fibers and cells, seba-
ceous glands and sweat glands. The staining was
cytoplasmic; no nuclear staining was found
(Table 2, Fig. 5A). In group D, the epidermis, seba-
ceous glands and sweat glands exhibited TNF-o
staining in the sebaceous and sweat glands that was
cytoplasmic; no nuclear staining was found. TNF-a
nuclear staining was found in the epidermal cells,
while no staining was observed in connective tissue
fibers and cells. (Table 2, Fig. 5B). In group D + SCs,
the upper layers of the epidermis exhibited TNF1 =1
a staining, while deeper layers were unstained. We
observed strongly positive TNF « staining in the
sebaceous and sweat glands, but weak TNF o stain-
ing in the connective tissue fibers and cells (Table 2,
Fig. 5C). TNF-o staining was greater in epidermis,
connective tissue and sebaceous tissue in group D
than in group D + SCs (p < 0.05). TNF-a positivity
was greater in connective tissue in group D, while it
was greater in sebaceous tissue and sweat glands in
group C (p < 0.05). TNF-o positivity was greater in
epidermis, connective tissue and sweat glands in
group C than in group D + SCs (p < 0.05).

PDGF

In group C, the epidermal layer exhibited strongly
positive PDGF staining, while the connective tissue
fibers exhibited weak staining. The sebaceous and
sweat glands showed medium PDGF staining
without nuclear staining (Table 2, Fig. 6A). In
group D, the basal epidermal layers were not
stained, while the more superficial layers were
stained strongly. Some of the sebaceous and
sweat gland cells exhibited medium PDGF stain-
ing, while others exhibited weak staining. The
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Table 2. Localization and expression of the markers in the skin of samples from the experimental groups

Experimental Connective tissue Connective tissue Sebaceous Sweat
Analysis group Epidermis fibers cells glands glands
Caspase-3 Control ++* ++ +** +
Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs ++* + 4 +
FGF Control +,+/— - +,+/— +,+/—
Diabetes control - - - -
Diabetes + SCs ++ +++ i +
IL-1 Control +++ +++ + +++ +++
Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ 4+
TGF-p Control +++ —/++ —/++ +++ ++
Diabetes control +++ +++ +/++ +++ ++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++
TNF-a Control +++ ++ ++ ++
Diabetes control +++ —/+ —/+ +++ +++
Diabetes + SCs +++ + T+ T+
PDGF Control +++ ++ ++ ++
Diabetes control —/+++ —/+ -1+ +++ ++,+
Diabetes + SCs +++ +++ +++ 4+ 4
VEGF Control +++ +++ +++ 4+ +++
Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++

*Stratum basale layer was unstained. **Staining was cytoplasmic only.

connective tissue fibers and cells exhibited weak
PDGF staining (Table 2, Fig. 6B). In group D +
SCs, the epidermis, connective tissue fibers and
cells, and sebaceous and sweat glands exhibited
strong PDGF staining in both the cytoplasm and
nuclei (Table 2, Fig. 6C). We found significantly
more PDGF positive cells in group D + SCs in
connective tissue and sweat glands than in group
D (p < 0.05). We found more PDGF positive cells in
group C in connective tissue, sebaceous tissue and
sweat glands than in group D (p < 0.05). We found
significantly more PDGF positive cells in sebaceous
tissue in group C than in group D + SCs and in
sweat glands in group D + SCs than in group C (p
< 0.05).

VEGF

The epidermis, and sebaceous and sweat glands
exhibited strong VEGF staining in group C (Table 2,
Fig.7A). In group D, the epidermis, dermal connective
tissue cells, and sebaceous and sweat glands exhibited
strong VEGF staining, but the connective tissue fibers
were stained weakly. VEGF staining was cytoplasmic
(Table 2, Fig. 7B). In group D + SCs, the epidermis,
dermis, connective tissue cells and fibers, and

sebaceous and sweat glands all exhibited strong cyto-
plasmic and nuclear VEGF staining (Table 2, Fig. 7C).
VEGEF staining was significantly different in epider-
mis, connective tissue and sweat glands among C, D
and D + SCs groups (p < 0.05). We found significantly
more VEGF positive cells in epidermis, connective
tissue and sweat glands in group D + SCs than in
group D (p < 0.05). The number of VEGF positive
cells was significantly greater in group C than group
D in epidermis (p < 0.05). In connective tissue, the
number of VEGF positive cells was greater in group
D than group C. VEGF positivity was stronger in
epidermis, connective tissue and sweat glands in
group D + SCs than in group C (p < 0.05).

Caspase-3

The epidermis was stratified in two to three layers
and caspase-3 staining was medium, with weak
nuclear staining in group C. Staining of sebaceous
tissue also was medium with weak staining of the
connective tissue fibers (Table 2, Fig. 8A). All
layers of the epidermis were caspase-3 positive
and staining was diffuse. The cytoplasm and nuclei
of the epidermis in group D were intensely cas-
pase-3 positive. Connective tissue cells exhibited
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Fig. 2. FGF expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, sebac-
eous gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase with
hematoxylin counterstaining.
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Fig. 3. IL-1 expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, seba-
cious gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase
with hematoxylin counterstaining.
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Fig. 4. TGF-B1 expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, seba-
cious gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase
with hematoxylin counterstaining.

Fig. 5. TNF-a expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, seba-
cious gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase
with hematoxylin counterstaining.
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Fig. 6. PDGF expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, seba-
cious gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase
with hematoxylin counterstaining.

Fig. 7. VEGF expression. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue
cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, seba-
cious gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase
with hematoxylin counterstaining.
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Fig. 9. TUNEL-positive cells. A) Group C. B) Group D. C)
Fig. 8. Caspase-3 expression. A) Group C. B) Group D. Group D + SCs. Arrows, connective tissue.

C) Group D + SCs. E, epidermis; arrow, connective tissue

cells; arrowhead, connective tissue fibers; SBG, sebac-

eous gland; SWG, sweat gland. Immunoperoxidase with

hematoxylin counterstaining.
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weak staining and the nuclei were unstained.
Sebaceous cells and their nuclei exhibited moder-
ate staining (Table 2, Fig. 8B). The epidermis was
stratified in group D + SCs and caspase-3 staining
was medium with weak nuclear staining; however,
the caspase-3 staining intensity was greater toward
the apical end of these cells. Caspase-3 staining
was weak in the connective tissue fibers and the
fibroblast nuclei were mostly unstained. The seba-
ceous cells were stained intensely for caspase-3,
although their nuclear staining was weak
(Table 2, Fig. 8C).

The number of stained epidermal and connec-
tive tissue cells and sebaceous cells was signifi-
cantly greater in groups D and D + SCs than in
groups C and D + SCs (p < 0.05). The number of
caspase-3 stained connective tissue cells in group
D + SCs was significantly greater than for group C
(p < 0.05). Group D exhibited significantly more
caspase-3 stained cells than groups C and D + SCs
(p < 0.05).

TUNEL assay

We found TUNEL-positive cells in the epidermis,
dermis, and sebaceous tissue and sweat glands in
groups C and D + SCs (Fig. 9A). In group D, the
epidermal layer was strongly TUNEL-positive and
many more cells were TUNEL-stained than for
groups D and D + SCs. The fibers in the dermis
exhibited medium TUNEL positivity, while the
cells in the dermis were strongly positive. We
found intense TUNEL positivity in the sebaceous
and sweat gland cells (Fig. 9B). TUNEL positive
cells were stained more intensly in epidermis, der-
mis, sweat and sebaceous tissue in groups C and D
+ SCs; however, TUNEL-positive cells were
stained more intensly in group D than in groups
Cand D + SCs (p < 0.05).

The apoptotic indices were for group C, 55.6 +
3.6%; group D, 92.3 + 0.9%); and group D + SCs, 67.3
+ 4.1%. Group D exhibited significantly more apop-
totic cells than groups C and D + SCs (p < 0.05).

Discussion

An important complication of diabetes mellitus is
slow healing of foot injuries, which eventually can
lead to amputation and life-threatening sepsis
(Pradhan et al. 2009). Factors in diabetes mellitus
that delay wound healing include cellular dysfunc-
tion and altered growth factors. The following all
play important roles in healing injuries: epidermal
growth factor (EGF), TGF-p, FGF1, VEGF,

granulocyte macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), PDGF, connective tissue growth factor
(CTGEF), interleukins (IL), TNF-o, insulin-like growth
factor (IGF), and nerve growth factor (NGF).
Disruption of these factors disrupts wound healing
in diabetes (Chotinantakul 2013). Decreased neuro-
peptide levels due to diabetic neuropathy also can
affect healing of injuries. Neuropeptides affect che-
motaxis and the production of growth factors
(Pradhan et al. 2009). Leung (2007) reported that in
patients with diabetic ulcers, the aggregation of leu-
cocytes in the injury site was hindered, which dis-
rupted normal healing. Metabolic disorders
including oxidative stress, hyperglycemic pseudohy-
poxia, non-enzymatic glycation and activation of the
coagulation cascade also can cause endothelial
dysfunction.

In diabetes mellitus, factors that delay wound
healing include cellular dysfunction, changes in
growth factors, changes in signals that decrease
keratynocyte and fibroblast migration and prolif-
eration, decreased production of extracellular
matrix, decreased angiogenesis and susceptibility
of injured tissue to bacteria and infection (Bao et al.
2009). Diabetic rats exhibited decreased granula-
tion tissue originating from re-epithelization and
unsuccessful cell apoptosis, which caused
decreased wound healing (Smith and Liu 2002).
To counter these complications, treatment requires
enhancement of the multi-step wound healing pro-
cess (Chotinantakul 2013). It has been suggested
that stem cells can accelerate injury healing
(Elsharawy 2012). There are two possiblities
whereby stem cells may accelerate the wound clo-
sure process. First, stem cells release growth fac-
tors, cytokines and mediators in a paracrine
manner to stimulate the generation of neighboring
cells. Second, stem cells differentiate into regenera-
tive cells or cooperate with neighboring cells to
stimulate wound healing (Chotinantakul et al.
2013).

UCB serum contains larger amounts of growth
factors and more stem cells than human blood
serum (Ang et al. 2011). We injected UCB CD34 +
stem cells into injured rats and assessed the expres-
sion of angiogenesis growth factors, TGF-$, PDGF,
VEGF and FGF1, and cytokines, IL-1 and TNF-a,
during wound healing. We found no reports in the
literature concerning the effects of stem cells on
apoptosis during wound healing. Therefore, we
investigated the effects of UCB stem cells on apop-
tosis using the TUNEL method and immunohisto-
chemical staining of caspase-3.

STZ damages pancreatic B cells and causes dia-
betes (Motyl and McCabe 2009). Kim et al. (2010)
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reported that endothelial progenitor cells (EPC)
obtained from human cord blood stimulated kera-
tinocyte and fibroblast proliferation. EPC express
PDGEF, keratinocyte growth factor and angiogenic
growth factors in damaged tissue, which stimulate
angiogenesis. As a result, wound closure in dia-
betic mice was significantly accelerated.

Oxidative stress induced by high levels of
blood glucose causes DNA damage and can initiate
apoptosis by p53-related mechanisms. High blood
glucose levels activate calpain, a calcium-depen-
dent protease. Calpain can initiate apoptosis by
caspase-dependent and -independent mechanisms
(Allen et al. 2005).

Hematopoetic stem cells (HSCs) are progenitors
of myeloid, lymphoid cells and multipotent cells.
Although HSCs are scarce, they can produce all
blood cells (Can 2014). Some cytokines and growth
factors that are produced by hematopoietic stem
cells, including IGF-1, TGF-$1, TNF-o and IL-1,
stimulate wound repair (Majka et al. 2001).
Human peripheral blood CD34 + cells facilitate
neovascularization and improve wound healing
in diabetic rats (Sivan-Loukianova et al. 2003). In
earlier studies, HSCs obtained from human periph-
eral blood and CD31-vWF immunohistochemistry
were used. We investigated the use of HSCs
obtained from human cord blood for accelerating
healing of injury using TUNEL staining and TGF-8,
PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-o and caspase-3
immunohistochemical staining.

Human UCB cells embedded in fibrin gel and
CD34 + cells derived from endothelium facilitated
wound healing in our diabetic rats by decreasing
inflammatory reactions and increasing wound
revascularization (Pedroso et al. 2011). UCB CD34
+ cells have been used to treat foot wounds in
diabetic rats. The use of CD34 + stem cells amelio-
rated the injuries in most cases. By light and elec-
tron microscopy, the new skin tissue appeared
normal (Elsharawy et al. 2012). We found that in
the group D + SCs, the appearance of the dermis
and epidermis were similar to group C, which is
consistent with earlier reports.

Chotinantakul et al. (2013) demonstrated
enlarged CD34 + cells and human UCB CD34 +
cells in a site of injury, which suggests that these
cells work cooperatively with local stem cells,
macrophages, endothelial cells, fibroblasts and
inflammatory cells.

Some cytokines and growth factors produced
by HSCs, e.g., IGF-1, TGF-$1, TNF-0, and IL-1,
participate in wound repair; therefore, HSCs may
be useful for cell-based treatment of injuries.
Human UCB CD34 + cells also can differentiate

into endothelial cells (Chotinantakul 2013).
Increased VEGF levels indicates development of
blood vessels and microvascular activity, as well
as increased vascular permeability (Wang et al.
2011). VEGF is secreted by platelets, macrophages,
fibroblasts and keratinocytes. VEGF is up-regu-
lated during the early phase of wound healing,
increases the production of collagen and epithe-
lium, and stimulates angiogenesis. VEGEF is present
in normal, nondiabetic tissue; however, STZ
induced diabetic mice exhibit decreased synthesis
of growth factors including VEGF (Bao et al. 2009).

Wang et al. (2011) reported that VEGF expres-
sion was increased significantly in biopsies of
chronic diabetic wounds treated with extracorpor-
eal shock wave and hyperbaric oxygen therapy.
We found VEGF in epidermis and dermis in both
groups C and D + SCs. The number of VEGF
stained cells was greater in the groups C and D +
SCs than in group D. Bao et al. (2009) reported that
VEGF was increased during the early phases of
diabetes, which is consistent with our findings.

The TUNEL assay detects apoptotic cells. The
rate of apoptosis increases in necrotic tissue asso-
ciated with chronic injury (Wang et al. (2001).
Darby et al. (1997) reported that the TUNEL assay
demonstrated a higher apoptosis rate in obese dia-
betics on days 7 and 14 compared to non-obese
diabetic mice. The proliferation rate of diabetic
granulation was low, so wound healing was
delayed. Acute repair is delayed and the apoptosis
rate is high in diabetics (Darby et al. 1997). We
found that TUNEL stained cells were numerous
and caspase-3 immunostaining was more intense
in D group compared to groups C and D + SCs,
which is consistent with the earlier report.

FGF1 increases fibroblast proliferation by
increasing the expression of TGF-f and PCNA.
TGF-B regulates cell growth and apoptosis, and
causes synthesis of extracellular matrix. The
expression of TGF-B is consistent with microvascu-
lar regeneration. TGF-B stimulates secretion of col-
lagen proteins and integrin from fibroblasts, and
increases epithelial cell migration (Xie et al. 2011),
which promotes wound healing. The impaired
function of macrophages in diabetic foot injuries
decreases the secretion of cytokines, such as TNF
and IL-1B, which normally facilitate wound healing
(Xie et al. 2011).

Dysfunctional phagocytic activity in diabetic
patients has been demonstrated. In diabetic mice,
macrophages isolated from a wound were incap-
able of removing debris, which would extend the
inflammatory phase of wound healing (Rafehi
et al. 2011).
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Cytokines and growth factors, such as PDGEF,
IL-8, IL-10 and TGF-P1, participate in stimulating
epithelial cells; these factors are decreased in dia-
betic foot injuries. TGF-1 is a chemo-attractant for
fibroblasts, keratynocytes and inflammatory cells,
and it stimulates angiogenesis and production of
extracellular matrix. TGF-B1 is decreased in dia-
betic skin and foot ulcers. Topical application of
TGF-B1 accelerated wound healing in diabetic foot
ulcers in rats (Rafehi et al. 2011). Also, TGF B1 and
various cytokines involved in the promotion of
angiogenesis are down-regulated in diabetic foot
ulcers, including PDGF, IGF-1, EGF, IL-8 (Rafehi
et al. 2011).

Jude et al. (2002) reported that TGF-3 expres-
sion was significantly increased in the epidermis of
a diabetic foot ulcer compared to normal skin; a 1l
layers of the epidermis and dermis showed strong
TGF B3 immunoreactivity in diabetic foot injury.

Jude et al. (2002) reported that western blotting
showed that TGF-p3 staining increased more in
diabetic foot injury than in normal groups. We
found TGF-B, PDGF, TNF-a and IL-1 expression
in the epidermis, connective tissue fibers and
cells, and sweat and sebaceous glands in the der-
mis of group D. The number of TNF-a positive
cells was greater in group D than in group D +
SCs, which suggests that SCs inhibit TNF-a.

Xie et al. (2011) showed that the application of
acidic FGF1 to an ulcer site increased the number
of fibroblasts and capillaries significantly in dia-
betic rats. FGF1, TGF-p and PCNA increased the
expression of proliferation proteins. Therefore,
FGF1 promotes healing of diabetic foot injuries,
because it has been shown that aFGF stimulates
the proliferation of wound repair cells (Xie et al.
2011).

In an injury in the early phase of healing, FGF 1
secreted from endothelial cells and macrophages
stimulated the proliferation of keratinocytes and
fibroblasts; the stimulation was facilitated by var-
ious cytokines, proteases, and collagenases (Xie
et al. 2011). Mellin et al. (1995) used western blot-
ting to show that inflammatory cytokine expres-
sion was significantly greater in FGF1 treated
animals than in diabetic animals. Mellin et al.
(1995) and Xie et al. (2011) reported that FGF1
enhanced healing of diabetic ulcers. Fibroblasts
are crucial for repair of injury; they synthesize
and secrete extracellular matrix proteins that pro-
duce wound contraction and granulation tissue.
Xie et al. (2011) reported that FGF1 treated diabetic
animals exhibited increased capillaries and fibro-
blast-derived collagen protein compared to dia-
betic animals.

Our study had some limitations. A larger foot
injury might have permitted stereology of the
injury. Also, to apply the our findings to
humans, we must define further both chronic
conditions, i.e., ischemia, infection, edema and
the severity of the injury, i.e., depth, extent and
location of diabetic foot injury to which UCB
stem cell treatment might be applied. We also
used immunohistochemical staining to demon-
strate TGF-B, PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-a
and caspase-3 activities. Had we investigated
these expressions using RT-PCR or western blot-
ting, we might have obtained more precise
results. The expressions of VEGF, PDGF and
TGFp were higher in group D + SCs, which sug-
gests that these factors are important for wound
healing. TUNEL-positive cells were more numer-
ous and caspase-3 immunostaining was signifi-
cantly more intense in group D, which suggests
that apoptosis is increased in diabetes. The
expression of TNF-a was significantly greater in
group D than in group D + SCs. We believe that
FGF1 stimulation can prevent apoptosis by inhi-
biting TNF-a, which is important for wound
healing. We believe also that application of UCB
stem cells increases FGF expression.
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Abstract

This study evaluated four root repair materials for cytotoxicity and cell attachment in vitro. Cell
viability was determined at 24 hr, 3 days and 7 days by using a 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfo-
phenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT) assay with material extracts. Cell adhesion was
examined with a scanning electron microscope on the surface of materials at 24 and 48 hr.
Angelus MTA displayed the lowest cell viabilities at all-day incubations. Endocem had high bio-
compatibility on the first day. After culturing for 3 days and 7 days, the cell viabilities of
Biodentine, Endocem and MM-MTA had similar results, and their cell viability was significantly
higher than that of Angelus. No definite relation was found between the incubation time and the
relative cell viability in any group. In scanning electron micrographs, the cells were attached to the
material surface for all materials, although the cells in the Biodentine group were attached better
than the other groups on the second day. Cell viability and cell attachment was lower in the Ange-
lus group. Endocem, Biodentine and MM-MTA were similar in biocompatibility and cytotoxicity.

Number: 2013-1-TCSP-24.

Review Editor: Prof. George Perry
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1 | INTRODUCTION

The choice of repair material is critical to successful root perforation
repair or apical root-end surgery. Ideal root-repair materials should
have antimicrobial affect (Gartner & Dorn, 1992), biocompability, effec-
tive sealing ability, moisture and solubility resistant, short setting time,
adequate radiopacity, ease of handling (Lee et al., 2012; Torabinejad &
Pitt Ford, 1996). Biocompatibility is a crucial factor of prognosis.

Until today several materials have been used for root perforation;
amalgam, glass ionomer cements, zinc oxide-eugenol and composites.
However none of these materials has ideal properties and has
not been required for long-term repair process (Agrabawi, 2000;
Fernandez-Yanez Sanchez, Leco-Berrocal, & Martinez-Gonzalez, 2008).
For example, amalgam has possible mercury pollution and poor
esthetics. Also, composite materials shrink during polymerization and
release toxic monomers (Zhou et al., 2013).

MTA stands out from the other root repair materials with its clini-

cally successful long-term results; therefore, the application area of

biocompatibility, cell adhesion, cytotoxicity, MTA cements, root repair material

MTA has increased steadily. Nowadays, MTA is one of the most widely
used materials for root and furcation perforation, external and internal
resorption, pulpotomy, apical sealing and dentine restoration due to its
biocompatibility, antimicrobial activity, great sealing property and
regenerative capacity (Chang et al., 2015; Lee et al., 2012; Zhou et al.,
2013). Despite its popularity, the first MTA product, Proroot MTA, has
some drawbacks, such as difficult handling, a prolonged setting time
and potential discoloration of teeth or soft tissues (Chang et al., 2015;
Mori, Teixeira, de Oliveira, Jacomini, & da Silva, 2014). These draw-
backs have led to new product development.

In 2001, Angelus MTA (Angelus, Londrina, Brazil) was developed
as an alternative to ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK,
USA). The chemical difference between them is that Angelus has cal-
cium dihydrate as one of its components, which reduced its setting
time and increased its workability (Damas, Wheater, Bringas, & Hoen,
2011; Gomes-Filho et al., 2009). Besides advantages, Angelus may lead
to tooth discoloration in coronal area which creates esthetic problems
(Keskin, Demiryurek, & Ozyurek, 2015).

Microsc Res Tech. 2017;1-6.
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TABLE 1 Composition of the tested materials

Powder: tricalcium silicate, dicalcium silicate, tricalciumaluminate, calcium oxide, bismuth oxide, calcium carbonate

Powder: tricalcium silicate, calcium carbonate, calcium oxide, zirconium oxide

Liquid: distilled water, calcium chloride, modified polcarboxylate (Plasticising agent)

Angelus

Liquid: distilled water
Biodentine
Endocem

trioxide

Liquid: distilled water
MM-MTA

oxide, and calcium carbonate
Liquid: distilled water

Biodentine (BD) (Septodont, Saint Maur de Fosses; France) has
been developed as a novel tricalcium silicate-based cement. The indi-
cation of BD are similar to the other MTAs, but it has also been used
as a dentine substitute. BD can induce odontoblastic differentiation
(Setbon, Devaux, Iserentant, Leloup, & Leprince, 2014; Zanini, Sautier,
Berdal, & Simon, 2012). The setting time of BD is reduced by adding
calcium chloride (Watson, Atmeh, Sajini, Cook, & Festy, 2014) and as
the difference between BD and the other cements, BD does not con-
tain bismuth oxide for radiopacity, rather it contains zirconium oxide
(Tanalp, Karapinar-Kazandag, Dolekoglu, & Kayahan, 2013). Another
tricalcium silicate-based cement having an improved setting and han-
dling characteristics is MicroMega MTA (MM-MTA; MicroMega
Besanchon, France). MM-MTA is injectable after trituration of its cap-
sule, and, contains calcium carbonate, which purportedly reduces the
setting time (Khalil, Naaman, & Camilleri, 2015; Khalil, Sarkis, &
Naaman, 2013). A MTA-derived pozzalan cement, Endocem, (Maruchi,
Wonjui-si, Korea) which contains fine silica particle to accelerate set-
ting (Park et al., 2014), has been introduced. This pozzolan-based
cement matererial is a siliceous or siliceous and aluminous material that
has none or little cementitious value in itself but it reacts chemically in
the presence of water with calcium hydroxide to form compounds pos-
sessing cementitious properties, which is known as the pozzolanic reac-
tion.(Askarinejad, Pourkhorshidi, & Parhizkar, 2012) Endocem is lead to
less discoloration and has short setting time compared with traditional
MTA (Jang et al., 2013; Kim, Yang, Kim, & Ko, 2014).

Cytotoxic compounds from root repair materials may influence the
viability of periradicular cells, cause cell death and adversely affect the
clinical outcome of the treatment (Zhou et al., 2013). Biocompatibility
is important for materials in contact with vital tissues. The purpose of
this in vitro study was to compare the cytotoxicity of Angelus, BD,
MM-MTA and Endocem. The null hypothesis was that all tested
cements show similar results for all of the experiments.

2 | MATERIALS AND METHODS

Four root repair materials were tested: MicroMega MTA (MM-MTA),
Angelus, Endocem and Biodentine (BD). Cell viability was measured by
2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxani-
lide (XTT), and cell morphology was studied by scanning electron
microscopy (SEM). Table 1 lists the composition of the tested

materials.

Powder: amorphous or glassy silica, calcium hydroxide, aluminum oxide, magnesium oxide, calcium carbonate and bismuth

Powder: tricalcium silicate, dicalcium silicate, tricalcium aluminate, bismuth oxide, calcium sulfate dihydrate, magnesium

2.1 | Cell culture

L-929 mouse fibroblasts (ATCC CCLI, NCTC clone 929, mouse L cells)
were used to evaluate the cytotoxic effect and cell adhesion of the
tested materials. The L-929 cells were grown in T-75 flasks, and cul-
tured in Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM, Biological Indus-
tries, Beit-Hamek, Israel) supplemented with 1% antibiotics (10.000
units/ml penicillin, 10mg/ml streptomisin, Biological Industries) and
10% fetal bovine serum (FBS, Biological Industries Kibbutz Beit-

Haemek, Israel).

2.2 | Test material preparation

Under aseptic conditions, MM-MTA, Angelus, Biodentine and Endocem
were mixed with distilled water following the manufacturer’s instruc-
tions. Seven cylindrical cement disks of each test material were moided
(7 mm diameter and 2 mm thick) to the manufacturers’ recommenda-
tions under aseptic conditions, then incubated at 37°C, 5%CO, and
100% humidity for 24 hr. Next; the samples were sterilized with ethyl-
ene oxide gas.

2.3 | XTT assay

Discs of each material were placed in individual 15 ml culture tubes
containing 5 ml of DMEM and incubated for 24 hr at 37°C. After 1
day of incubation, extracts of the test materials were harvested and
diluted.

Separately, the L-929 cells, at the logarithmic growth phase, were
removed by trypsin-EDTA (0.25%) and incubated for 3-5 min. The cells
were counted, 1 X 10* cells were seeded in six 96-well culture plates,
and incubated for 24 hr to provide attachment of the cells onto the
surface of the plates. After 24 hr, the culture media was exchanged for
the cement’s extracts. For the control group, only the growth medium
was changed. The extracts were exposed for 24 hr, 3 days and 7 days
for each pair of 96-well culture plates. Cell viability was determine
using an XTT assay (Biological Industries, Biological Industries, Beit
Haemek, Israel), according to the manufacturers’ introductions; 0.1 ml
of the activation solution was added to 5 ml of the XTT reagent. Fifty
microliters of the reaction solution were added to each well, and then
the plate was incubated for 2 hr at 37°C. The absorbance of the sam-
ples against a background control as a blank was measured with a
spectrophotometer at a wavelength of 450-500 nm.
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2.4 | Scanning electron microscopic examination

The cell adhesion on the surface of the four materials, was examined by
a scanning electron microscope. The discs of BD, MM-MTA, Angelus and
Endocem were prepared under the same conditions as the XTT assay.
Six discs of each test material were fabricated and placed into 24-well
plates (1 disc per well). The specimens were immersed in DMEM for 48
hr. After 48 hr, the L-929 cells were seeded onto four discs of each
material and incubated for 24 and 48 hr. Two specimens of each material
were identified as the control group and were immersed only in DMEM.

After 24 and 48 hr of incubation, the discs were rinsed with PBS
and fixed with 2.5% glutaraldehyde for 2 hr. After fixation, the samples
were washed with PBS and dehydrated with sequential concentration
of ethanol (ie, in 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, and 90% ethanol for ten
minutes, and three times in 100% ethanol for ten minutes each time).
The dehydrated samples were dried in an incubator at 37°C for 24 hr
and then mounted on aluminum stubs using carbon tape adhesive. The
specimens were sputter-coated with gold-palladium (15 nm thick) (EMI-
TECH K550X Sputter Coater, Emitech Ltd., Ashford, UK) for electrical
conductivity. Specimens were examined using a scanning electron
microscope (SEM, Quanta-FEG 250, FEI Company, OR, USA) at an
accelerating voltage of 8-10 kV. Statistical analysis was performed
using the SPSS software program (SPSS 20.0, IBM, Chicago, IL, USA).
To verify the normality of the data, Shapiro Wilk’s normality test was
used. The differences between the groups were determined by using
an one- way ANOVA analysis of the variance, followed by Tukey tests.
A p value of < .05 was considered to be statistically significant.

3 | RESULTS

3.1 | XTT assay

The absorbance values of cell viability test of the calcium silicate-based
materials is summarized in Figure 1. Angelus displayed the lowest cell

-t
w

Absorbance (450 nm)

1 Day 3 Day

WILEY-®

viabilities at all-day incubations. The cell viability of Endocem was sig-
nificantly higher than that of Angelus (p < .05) after 1 day; however, no
other significant differences were observed among Angelus, BD and
MM-MTA (p > .05).

After culturing for 3 days and 7 days, cell viability was similar
among BD, Endocem and MM-MTA (p > .05); their cell viability was
significantly higher than that of Angelus (p <.05). No definite relation
between the incubation time and the relative cell viability in all the
groups (p > .05).

3.2 | Scanning electron microscopic findings

The cell attachment to the surface of the test materials and cellular
morphology are shown in Figure 2. All test material showed the typical
structure of calcium silicate-hydrate gel on the surface of the crystals.
The L-929 fibroblast cells seeded on Angelus, Endocem, BD and MM-
MTA surfaces showed similar characteristics; the cells attached to the
material surface displayed the typical elongated fibroblast morphology.
Also, thin cytoplasmic extensions were observed and projected from
cell to adjacent cells or to the surrounding surface. After 48 hr, in-
creased numbers of attached cells were seen in contact with the test
material. More cell attachment was observed on the BD surface over

24 hr than on the other materials.

4 | DISCUSSION

The negative characteristics of amalgam, composites or other similar
materials have long been recognized in root repair, but MTA-type
materials have superceded these because of MTA's well-known
non-cytotoxic properties (Agrabawi, 2000; Zhou et al., 2013). Unfortu-
nately, the original MTA products have had some drawbacks; conse-
quently, newer formulations of MTA are being developed to overcome
these disadvantages. This study demonstrated that newer MTAs have

B Argeins

B Fodentn
u Endacem
MMM

B Convo

7 Day

FIGURE 1 XTT absorbance values of groups (Different letters indicate statistical difference with the other group at the same experimental

time) [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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FIGURE 2 Scanning electron micrographs of cells attached on the surface of Angelus (A-B) Biodentine (C-D), Endocem (E-F), MM-MTA (G-

H) after 24 hr (A,C,E and G) and 48 hr (B,D,F and H) incubation

more favorable result on cell viability than Angelus. Thus, we experi-
mentally rejected our null hypothesis.

This study evaluated cell viability and cell morphology in cultured
mouse fibroblast cells (L-929) in contact with four root repair materials.
L-929 cell line is one of the mostly used established continuous cell
line for investigating cytotoxicity because of rapid and easy growth.
(Schweikl & Schmalz, 1996) Root repair materials are in direct contact
with fibroblast-rich tissues such as periodontal ligaments and connec-
tive tissues; hence a fibroblast cell line was used to assess the cytotox-
icity. Gingival fibroblast also could be used for evaluation but it was

not preferred because standardized cell line has the advantage of

reproducibility of results and also has been recommended by ISO to
detect biological responses to materials (Mozayeni, Milani, Marvasti, &
Asgary, 2012; Schweikl & Schmalz, 1996). When comparing the four
root repair materials for relative cell viability, the results of the assay
show that for 1, 3, and 7 days of culturing, MM-MTA and BD had
similar biocompability. This result can be compared with previous
results published by Margunato et al.(Margunato, Tasli, Aydin, Karapi-
nar Kazandag, & Sahin, 2015) which found that cell viability of MM-
MTA and BD for 1, 3, 7, and 14 days were equal.

On the first day results of XTT, only Endocem had significantly
higher cell survival than Angelus. In addition, BD and MM-MTA were
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not found statistically different from either Endocem or Angelus. The
first possible explanation of this result is that, Endocem has no any
chemical accelerator (Choi et al., 2013; Setbon et al., 2014). The con-
stituents of dental materials play a critical role in assessing their inter-
actions with living cells, as well as with the microenvironment. Also,
the small particle size of Endocem increases the surface contact of the
particles while mixing with sterilized water, resulting in fast setting.
Endocem is a faster setting (4 min) (Choi et al., 2013) cement might be
more resistant to washout when compared with the other tricalcium
silicate based cements. Choi et al. (Choi et al., 2013), evaluated Endo-
cem washout and found that the degree of washout for MTA was sig-
nificantly higher than that for Endocem. The rapid setting of Endocem
enhances its washout resistance, and it may decrease its release of
ions. Another difference between Endocem and the other cements’
ingredient is the amount of calcium carbonate. While all materials in
this study have different amounts of calcium carbonate, Endocem con-
tains about 40% (major component) calcium carbonate as the highest
material (Camilleri, 2014) This excess calcium carbonate indicates that
the material is pozzolanic. Calcium carbonate was demonstrated to
play an active role in the hydration reaction by acting as nucleation
sites, thereby accelerating the setting kinetics. This element is com-
monly used as filler in polymer science, and is known to increase
mechanical properties (Zulfli, Bakar, & Chow, 2014). The presence of
calcium carbonate may enhanced mechanical strength, decreased the
solubility and it may cause less ion release into the medium. Calcium
carbonate also reduces the duration of the induction period. As a con-
sequence of a short induction period, the initial setting time of the
material is expected to be less. But this property was not considered to
contribute to biocompability because already set cements were used in
this study.

At 3 and 7 days, the incubation results showed that the cell viabil-
ities of MM-MTA, BD and Endocem were similar, and Angelus was less
biocompatible than the other three cements. This result might be
explained with the particle size and distribution of the MTA powder.
About Angelus, the median particle sizes are below 10 pm, but contains
many particles more coarser than 40 um, up to 100 um. Komobayashi
et al. reported that Angelus particles had relatively wide size dis-
tribution and were less homogeneous than ProRoot MTA (Komabayashi
& Spangberg, 2008). In another study Song et al. (Song, Mante,
Romanow, & Kim, 2006) reported in a chemical composition compari-
son study that ProRoot MTA appeared to have more homogeneous
chemical composition than Portland cement and gray MTA Angelus.
The potential influence of particle size and shape might increase in sur-
face area and hence the potential increase in the reactivity of the dical-
cium and tricalcium silicate particles to form and calcium silicate
hydrate phases and calcium hydroxide. There is speculation about the
potential influence of particle size on porosity reduction, ettringite for-
mation, and reduction in liquid to powder ratio. It is also necessary to
maintain the biologic qualities of MTA in regards to particle size and
shape characterization. Also, the observed lower cell viability in Angelus
might be explained as being due to the high calcium hydroxide in Ange-

lus. The release of hydroxyl ion and high alkalinity may decrease cell

WILEY-

viability in in vitro conditions. Also, some researchers found that a large
amount of heavy metals such as arsenic, aluminum and bismuth in sam-
ples of Angelus (De-Deus et al., 2009; Setbon et al., 2014).

Scanning electron microscope images obtains valuable information
for determining on cell morphology and the material-cell interactions
(Nunez, Bosomworth, Field, Whitworth, & Valentine, 2014). Cells had a
normal morphology and were growing in contact with the four materi-
als. In SEM examinations, cell contact with BD showed increased cell
attachment after 24 hr, compared to the other materials. This effect
could be explained by the difference of radioopacifiers between BD
and the other cements. For Angelus, Endocem and MM-MTA, the
radiopacifier is bismuth oxide, whereas for BD, it is zirconium oxide
(Jang et al., 2014; Nunez et al., 2014; Setbon et al., 2014). Zirconium
oxide had a noncytotoxic effect on human differentiated cells and
mouse fibroblast cells (Dion et al., 1994).

A limitation of the present study is the use of set cements, not
freshly mixed, unset material for cytotoxicity assessment. In vivo,
freshly mixed cements are used and are probably more toxic to vital tis-
sues than set ones. Song et al.(Song, Yoon, Kim, & Kim, 2014) reported
that cells which in direct contact with the fresh mixed Endocem
showed round shape with low density since the plating, which means
the cytotoxicity. This could be explained by heat of the cement surface
and a high pH that were produced at the initial mixing. Further investi-
gations are recommended to evaluate the relationship between freshly
mixed tricalcium silicate-based materials and their cytotoxicity.

Overall, this study is the first one in literature to report the cell via-
bility and cell attachment of Endocem, MM-MTA, BD and Angelus at
the same time. The findings of this study suggest that new repair
materials that have been developed by adding different components or
changing the compound’s sizes, have more favorable results than
Angelus.
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