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İmplantasyon, reseptif uterus ile blastosist arasındaki etkileşimi içeren oldukça 
kompleks bir süreçtir. Kusurlu implantasyon; infertilite, spontan düşük, preeklamsi gibi 
olumsuz gebeliklere neden olabilmektedir.  

Çalışma kapsamında 30 adet dişi sıçan kullanılmış, altışarlı beş gruba ayrılan 
bu sıçanlardan, dört grupta gebelik oluşturulmuştur. Gebeliğin 4. gününde, gebelik 
oluşturulan grup2 ve grup3 sıçanların, sağ uterus boynuzlarına miRNA200-c mimiği, 
sol uterus boynuzlarına fizyolojik salin uygulanmıştır. Gebeliklerinin 8. gününde grup2 
ve 13. gününde grup3 sıçanlara servikal dislokasyon yapılarak uterus dokuları alınmış 
ve embriyoları sayılmıştır. Grup4 ve grup5 gebe sıçanlara herhangi bir uygulama 
yapılmamıştır. Gebeliklerinin 8. gününde grup4’ün ve 13. gününde grup5’in uterus 
dokuları, servikal dislokasyon yapılarak alınmış ve embriyoları sayılmıştır. Gebelik 
oluşturulmayan grup1 sıçanların uterus dokuları, östrus siklusunda servikal dislokasyon 
yapılarak alınmıştır. Gruplar arasındaki farklılığı belirlemek için embriyo sayıları 
istatistiksel olarak analiz edilmiştir. Dokular, ışık mikroskop takip yöntemi uygulandıktan 
sonra parafin bloklardan kesitler alınmıştır. Kesitlere α5β3 integrin, VEGF, LIF, CD105, 
Oct3/4, SSEA-1, NANOG, IL-6, IL-18 ekspresyonlarının belirlenmesi amacıyla 
immunohistokimyasal işlem uygulanmıştır. MiRNA-200c uygulanan gruplardaki embriyo 
sayılarında, istatistiksel olarak anlamlı azalma olduğu gözlenmiştir. Yapılan 
immunohistokimyasal analizlerde; CD105’in stromal hücrelerdeki ekspresyonunun 
miRNA-200c mimiği uygulanan gruplarda azaldığı, α5β3’ün gruplar arasında farklı 
olmadığı, IL-6’nın mimik uygulanan grupta bez epitelinde ve stromal hücrelerde 
ekspresyon görülmediği, IL-18’in mimikli gruplarda azaldığı, LIF’in erken gebelikte 
azaldığı ve gebeliğin 13. gününde tekrar arttığı görülmüş, mimik uygulanan gruplarda 
gebeliğin 8. gününde yüksek seviyede ekpresyon gözlemlenmiştir. NANOG 
ekpresyonunun mimik uygulanan gruplarda stromal hücrelerde arttığı, mimik 
uygulanmayan erken gebelikte azaldığı ve plasentada arttığı, Oct3/4’ün mimik 
uygulanan Grup2 ve grup3’te lümen epitelinde ekspresyonun, negatif olduğu 
görülmüştür. SSEA’nın mimik uygulanan gruplarda arttığı, VEGF’nin mimik uygulanan 
gruplarda stromal hücrelerde iyice azaldığı bulunmuştur. Elde edilen sonuçlar, miRNA-
200c’nin, implantasyon olayında implante olan embriyo sayılarının üzerinde etkili 
olduğunu ve implantasyon sürecini etkilediğini göstermektedir. 
 
Anahtar Kelimeler: Uterus, Endometriyum, İmplantasyon, miRNA-200c, İnfertilite  
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ABSTRACT 
 

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

Ayşe AKGÜN 
PhD Thesis, Histology Embryology Department 

Thesis Supervisor: Prof. Dr. Gülçin 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 pregnant 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 α5β3 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 mimic groups, α5β3 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 pregnancy 
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. 
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1. GİRİŞ  

 

 

İmplantasyon, blastosistin endometriyuma yerleşmesi, yapışması, penetrasyonu 

ve trofoblast istilasını içeren kompleks bir süreçtir (Van mourik vd 2009). İmplantasyon 

sırasında endometriyum ve özellikle apikal yüzeyi, endometrial reseptivite olarak 

adlandırılan birçok morfolojik, moleküler ve biyokimyasal değişikliklere uğramaktadır. 

Steroid hormonları, adezyon molekülleri, büyüme faktörleri, sinyal molekülleri ve 

reseptörler; başarılı bir implantasyonda etkilidir (Inyawilert vd 2014). Başarılı 

implantasyon için; alıcı bir endometriyum, blastosist aşamasında normal ve fonksiyonel 

bir embriyo, maternal ve embriyonik dokular arasında senkronize bir diyalog 

gerekmektedir (Guzeloglu-Kayisli 2009).  

 

Endometriyumun alıcı bir fenotip oluşturamaması, önemli bir infertilite 

nedenidir.  Bozulmuş uterus reseptivitesi, yardımcı üreme tekniklerinde gebeliğin 

başarısız olmasının ardındaki ana nedenlerden biri olarak görülmektedir. 

Açıklanamayan infertilite, endometrial alıcılık ve implantasyon süreci ile ilgili hedef 

moleküllerin mekanizmaları, araştırmacıların ilgisini çekmektedir (Altmäe vd 2010). 

 

Normalden farklı olarak eksprese edilen mikroRNA'lar (miRNA) ve hedef 

mRNA'lar, dokuların fizyolojik durumlarında değişikliklere yol açabilmekte ve patolojik 

süreçleri başlatabilmektedir (Yang vd 2019). miRNA' ların ekspresyonu ve hedef 

genlerinin düzenleyici fonksiyonu, hücre ve dokuya özgü şekilde meydana gelmektedir. 

Uterusta infertilite için miRNA-200 ailesi üyelerinden en spesifik belirteç, miRNA-200c 

olarak tespit edilmiştir. Endometriyum, miRNA-200c hedef genleri tarafından 

düzenlenen kapsamlı hücresel ve moleküler değişikliklere uğramaktadır. miRNA-200c 

yüksekliği, implantasyonu olumsuz etkilemekte ve bir üst adım olan desidualizasyon 

basamağına geçilememektedir (Panda vd 2012, Zheng vd 2017).  
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İntegrinler, tüm hücrelerde bulunan adezyon molekülleridir. Integrinler, hücre-

hücre adezyonunun yanı sıra hücre-hücre dışı matriksin bileşenleri arasındaki 

adezyona da katılmaktadırlar. Integrinler, implantasyonun ilk aşaması olan sekresyon 

evresinde meydana gelen endometrial fenotip değişikliklerde önemli rol oynarlar 

(Merviel vd 2001). İntegrinler orta sekresyon evresinde, endometriyumda önemli ölçüde 

artmaktadır. Integrinler, implantasyon penceresinin çerçevesi için potansiyel işaretler 

olarak işlev görmektedirler. İntegrinlerden alfaVbeta3 (αVβ3), integrin embriyonik 

bağlanma için reseptör olarak rol oynamaktadır (Elnaggar vd 2017).  

 

Endometriyum ve embriyo arasındaki immünolojik etkileşim, gebeliğin oluşması 

ve devamlılığında büyük öneme sahiptir. Endometriyumda mevcut bağışıklık sistemi, 

IL- 18’ in de içinde olduğu lokal olarak üretilen çeşitli sitokinlerle modüle edilir. IL-18, 

özellikle stromal hücrelerde bulunmaktadır (Yoshino ve ark. 2001). Uterus luminal ve 

glandüler epitel hücreleri; desidual fibroblastlar ve endotel hücreleri, LIF (Lösemi 

inhibitör faktör), interlökin (IL) 1, IL-6, IL-12, Tümör Nekroz Faktörleri (TNF) ve 

Dönüştürücü Büyüme Faktörü (TGF) dahil olmak üzere birçok sitokinin güçlü 

kaynaklarıdır (Jasper vd 2007). Normal ekspresyon dışındaki sitokin ifadeleri; 

implantasyonda mutlak veya kısmi bir başarısızlığa veya anormal plasenta oluşumuna 

yol açmaktadır (Guzeloglu-Kayisli 2009).  LIF, implantasyon için varlığı gerekli bir 

sitokindir (Hoozemans vd 2004). İnsan endometriyumunda ve fallop tüpünde LIF 

ekspresyonu, sekresyon evresinde en yüksek seviyeye ulaşır (Carson vd 2000, 

Tawfeek vd 2012). LIF ifadesi olmayan dişilerde, implantasyon gerçekleşmez (Kimber 

2005, White vd 2007).  

 

IL-6, blastosistin endometriyuma yapışması ve invazyonu sırasında, anne 

embriyo etkileşimi ile ilgili proenflamatuar sitokinlerdir (Biba vd 2015). İmplantasyon 

penceresi döneminde endometriyum luminal epiteli, desidual fibroblastlar ve endotel 

hücrelerinde, IL-6 ekspresyonu görülür (Jasper vd 2007). 

 

Vücutta döngüsel olarak anjiyogenezin görüldüğü tek organ; uterustur 

(Hoozemans vd 2004). VEGF (vasküler endotelyal faktör), implantasyon penceresinde 

vasküler geçirgenlik ve anjiyogenezin moleküler mekanizmalarında başrollerde görev 

almaktadır (Chakraborty vd 1995, Das vd 1997). VEGF ifadesi olmayan fareler, gebe 

kalabilmelerine rağmen, canlı yavru doğumu gerçekleştirememektedirler (Hoozemans 

vd 2004). 
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Embriyonik gelişim sırasında vaskülogenez ve anjiyogenez için endoglin diğer 

ismiyle CD105 gereklidir. CD105; uterus lümen ve bezlerin epitel hücrelerinde, 

trofoblastta, endotel ve stromal hücrelerinde, implantasyon penceresi döneminde 

eksprese edilen bir TGF-β reseptörüdür (Chadcan vd 2016). 

 

Epitel progenitör hücre ve mezenkimal kök hücreler, menstruasyon ve 

doğumdan sonra endometriyumun fonksiyonel tabakasının rejenerasyonundan sorumlu 

bulunmaktadırlar. Endometrial kök hücreler için spesifik yüzey belirteçleri yoktur. Temel 

olarak köklülükle ilgili genler olan üç transkripsiyon faktörü, cinsiyet belirleyici bölge Y-

kutusu 2 (SOX2), Nanog homeobox (NANOG) ve oktamer bağlayıcı protein 4 (Oct4) 

ekspresyonları; hücrelerin çoğalmasını ve kendini yenilemesini sağlamada önemli bir 

rol oynamaktadır (Xiao vd 2017). Bir hücre yüzeyi glikanı olan SSEA-1; 

preimplantasyon fare embriyoları, teratokarsinom kök hücreleri ve fare embriyonik kök 

hücrelerinde eksprese edilmektedir. SSEA-1, insan endometriyumunda epitel 

hücrelerde ekprese olmaktadır (Tempest vd 2018). 

 

 

1.1. Amaç  

 

Çalışma; miRNA-200c’nin, infertil bayanlarda kan, serum ve uterus dokusunda 

yüksek miktarlarda ifade edilme özelliği temel alınarak planlanmıştır. Çalışma, miRNA-

200c ile endometriyuma implantasyonda etkili olan faktörler arasındaki ilişkilerin 

belirlenmesini amaçlamaktadır. Bu kapsamda endometriyuma implantasyonda etkili 

olan α5β3 integrin, LIF, IL-6, IL-18, VEGF, CD105, Oct3/4, SSEA-1, NANOG 

moleküllerinin ekspresyonu ile miRNA-200c arasındaki ilişki ve implante olan embriyo 

sayısında farklılık olup olmadığı araştırılmaktadır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



4 
  

 

 

 

 

 

2. KURAMSAL BİLGİLER VE LİTERATÜR TARAMASI 

 

 

2.1. Uterusun Embriyolojisi  

 

Dişi üreme sistemi organları; gonadlar, üreme kanalları ve dış genital bölgeler 

olarak üç ana gruba ayrılır.  Dişi üreme sistemi; mezoderm, primordial germ hücreleri, 

koelomik epitel ve mezenkim kökenlidir (Moncada ve Rodríguez 2019). Genital sistem, 

fetal yaşamın beşinci ve altıncı haftasına kadar farklılaşmamıştır (Gossman 2019).  Dişi 

ve erkek embriyolarda paramezonefrik (Müllerian) kanal ve mezonefrik (Wollffian) kanal 

bulunmaktadır. Dişilerde, anti-Müllerian hormonu ve SRY geninin bulunmaması, Wolff 

kanalları gerilemesine ve Müllerian kanalların dişiliğe doğru farklılaşmasına neden olur. 

Paramezonefrik kanallardan; serviks, fallop tüpleri ve uterus gelişir (Moncada ve 

Rodríguez 2019). 

 

Paramezonefrik kanal, ürogenital kabarıklığın yüzeyinde yer alan sölom 

epitelinin uzunlamasına bir girinti oluşturması sonucunda meydana gelmektedir. Kanal, 

kranial uçtan sölom boşluğu içine huni şeklinde bir yapıyla açılmaktadır. 

Paramezonefrik kanallar, genital kanalları oluştururlar.  

 

Başlangıçta paramezonefrik kanalda üç kısım gözlemlenmektedir. Bu 

kısmlardan; 

1- Kranial vertikal bölüm- Sölom boşluğuna açılmakta, 

2- Horizontal bölüm- Mezonefrik kanalları çaprazlamakta,  

3- Kaudal vertikal bölüm-Karşı taraftan eşiyle birleşmektedir.  
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Tuba uterinalar, paramezonefrik kanalların ilk iki bölümünden gelişirler (Sözen 

2008). Kaynaşmış kranial uç, uterus haline gelecek olan yapının sol ve sağ kısımlarına 

kaynak oluşturur. Bu yapı, endometriyum ve miyometriyumu oluşturacak mezodermi 

içerir. Müllerian kanallarının kaynaşmamış kranial uçları, fallop tüplerine dönüşür 

(Moncada ve Rodríguez 2019). 8. hafta boyunca iki taraflı Müllerian kanalları, birbirine 

kaynaşır. Geçici olarak bir orta hat epitelyal septum, iki bitişik Müllerian kanalının 

lumenini ayırır. Bu orta hat septumu, 9. haftada büyük ölçüde kaybolur ve 

farklılaşmamış basit yapılı Müllerian epitelyumu ile kaplı, orta hat uterovajinal kanalı 

oluşur (Cunha vd 2018). 

 

Pelvis duvarından birleşmiş paramezonefrik kanalların lateraline kadar uzanan 

katlantı, ligamentum latum uteri olarak isimlendirilir. Ovaryumlar; ligamentin arka 

yüzünde bulunurken, uterus tüpleri; üst sınırında yer alır. Uterus ve uterusun sınırlayıcı 

ligamentleri pelvisi; uterovezikal ve uterorektal boşluklar olmak üzere ikiye böler. 

Uterovaginal kısımdan; uterusun endometriyum epiteli ile endometriyum bezleri, fundus 

ve korpus gelişir. Miyometriyum ve endometriyum stroması, komşu splanknik 

mezodermden farklanır (Sözen 2008). 

 

 

2.2. Uterus Anatomisi  

 

Uterus; menstruasyon, gebelik ve doğum gibi çeşitli işlevlerden sorumlu, 

dinamik, kaslı bir organdır (Ovalle ve Nahirney 2009, Chaudhry ve Chaudhry 2020). 

Pelvis boşluğunda, rektum ile mesane arasında, vajinanın üst kısmında yer alır 

(Balasubramanya ve Valle 2020). Uterus boyutu dönemsel olarak değişkenlik 

göstermektedir. Genişliği 3-6 cm, kalınlığı ise 2-3 cm arasındadır, uzunluğu 

doğurmamış bayanlar da 7 cm, doğurmuş bayanlar da ise 9 cm kadardır (Arifoğlu 

2019, Eroschenko 2016).  

 

Uterus; üç temel anatomik segmente ayrılır: 

  

1. Fundus uteri (Fundus)   

2. Korpus uteri (Gövde)  

3. Serviks uteri (Boyun) 

  

Tuba uterinaların, uterusa bağlandıkları kısmın üzerinde kalan, geniş üst bölüme; 

fundus uteri denir. Korpus uteri, fundus hizasının altında kalan ve aşağıda servikse 
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kadar uzanan uterusun ana gövdesidir. Serviks uteri, uterusun en alt kısmıdır. Vajinaya 

açılır, vajina ön duvarında sonlanır (Atasü ve Şahmay 2001, Gossman 2019). 

 

Korpus uterinin mesaneye doğru olan yüzü; Facies anterior, sigmoid kolona 

doğru olan yüzü ise; Facies posterior olarak isimlendirilir. Uterusun içinde bulunan 

boşluk, Cavitas uteri olarak isimlendirilir. Ön ve arka duvarlar birbiriyle temas halinde 

oldukları için, sagital kesitte yarık şeklinde görülür (Cumhur 2001). Uterusu arteria 

iliaca’nın dalı; arteria uterina ve pars abdominalis aortae’ nın dalı; arteria ovarica 

besler. Bu damarlar, uterusun duvarında kıvrıntılı yapıdadır ve birbirleriyle 

anastomozlar yaparlar. Uterusu, anastomoz kavisinden ayrılan dalları besler (Arıncı ve 

Elhan 2006). Uterusun venleri, kalın yapıdadır ve arterlerle birlikte uzanırlar. Pleksus 

venosus uterus denilen ven ağını oluştururlar. Ağdan çıkan venler ise venea uterinae 

denilen venlerle, vena iliaca interna’ya açılırlar (Arıncı ve Elhan 2006). Uterus’un 

sinirleri, plexus pelvicus ve plexus uterovaginalis’ten gelir. Parasempatik sinir lifleri, 

vasodilatasyon ve inhibisyon oluştururken, sempatik sinir lifleri ise uterus kasları 

üzerinde; vasokonstruksiyon ve kontraksiyon oluşturur (Cumhur 2001). 

  

 

2.3. Uterus Histolojisi  

 

Uterus, döllenmiş ovumu tutan, besleyen, içi lümenli bir organdır (Arifoğlu 

2019). Endokrin sistem kontrolünde her menstrual döngüde mukozal değişikliklere 

uğrar (Kierzszenbaum 2006).  

 

Uterus, histolojik olarak 3 tabakadan oluşur.  

1. Perimetriyum veya Tunika seroza  

2. Miyometriyum veya Tunika muskularis  

3. Endometriyumveya Tunika mukozadan oluşmaktadır (WEB-1, Gossman vd 

2019). 
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Şekil 2.1 Dişi üreme sisteminin iç organları ve bölümleri (WEB-2) 

 

2.3.1. Perimetriyum  

 

Perimetriyum, ince bağ dokusu tabakasından meydana gelir ve uterusun en dış 

kısmında bulunur. Uterusun posterior yüzeyi ve anterior yüzeyin üst bölümü, seroza 

(bağ dokusu ve mezotelyum) ile kaplıdır. Anterior yüzeyin kalan kısmı, bağ dokusu 

adventisya ile kaplıdır (Ovalle ve Nahirney 2009, Atasü ve Şahmay 2001). 

 

2.3.2. Miyometriyum  

 

Uterusun orta kısmında bulunan ve düz kas demetlerinden oluşmuş 

miyometriyum, uterusun en kalın tabakasıdır (Kierzszenbaum 2006, Junqueira ve 

Carneiro 2009). Miyometriyum, birbirlerinden tam olarak ayırt edilemeyen 3 tabaka 

şeklinde düzenlenmiştir. Dıştaki ve içteki tabakada yer alan kas lifleri, uterusun uzun 

eksenine paralel yerleşmiş olup, longitudinal uzanmaktadır.  

 

Miyometriyumun orta tabakası kalın olup, sirküler yerleşmiş liflerden ve daha 

büyük kan damarlarından oluşur. Bu nedenle, bu tabakaya Stratum vaskulare denir. 

Arkuat arterlerden, endometriyumu besleyen 2 grup damar çıkar. Bazal bölümde düz 

arterler bulunurken, fonksiyonel bölümde yer alan kıvrımlı spiral arterler yüzeye doğru 

uzanır (Eroschenko 2016). 
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Şekil 2.2 Uterusun histolojik yapısı (WEB-3) 

 

Miyometriyum tabakası, hormonal değişikliklerden etkilenir. Hamilelikte, kas 

fibrillerinde hiperplazi (sayıca artış) ve hipertrofi (hücre boyutlarının artması) görülür 

(Köse  2011). Gebelik döneminde 10 kat kadar büyürler ve bu dönemde uterus hacmi, 

yaklaşık olarak 24 kat artış gösterir (Çakar ve Atilla 2006). Gebelik sonrasında düz kas 

hücrelerinin bir kısmında bozulmalar görülürken, bazılarında ise boyutların azaldığı 

gözlemlenir. Gebelik öncesi boyutlarına yakın ölçülere iner (Junqueira ve Carneiro 

2009). 

 

Hipofizden salgılanan oksitosin hormonu; miyometriyumdaki kasların 

kasılmasını artırırken, plasentadan ve korpus luteumdan salgılanan progesteron 

hormonu; uterustaki kasların kasılmasını engeller. Östrojen hormonu ise miyometriyum 

tabakasının normal hacminde kalmasını ve fonksiyonlarını sürdürmesini sağlar. 

Östrojen yokluğu, atrofiye neden olur (Köse 2011). 

 

2.3.3. Endometriyum 

 

Uterusun lümene bakan en iç mukozal tabakasıdır.  Endometriyum epitelinde, tek 

katlı silyumlu prizmatik epitel ve salgı hücreleri bulunur. Alt kısmında, lamina propria 

diye adlandırılan gevşek bağ dokusu bulunur. Endometrial stroma olarak da 

adlandırılan lamina propria tabakası; hücre açısından zengin, sıkı ve düzensiz bir bağ 

dokusudur. Lamina propria tabakası, gebelik sırasında görülen desidua hücrelerini 

oluşturacak yıldız biçimli hücreleri, lökositleri, makrofajları, retiküler ve kollajen fibrilleri 

içerir (Çakar ve Atilla 2006). Yüzey epiteli, uterus bezlerini oluşturmak için alttaki 
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lamina propria tabakasına doğru invajine olarak basit tübüler bezleri oluştururlar. 

Bezlerde, az sayıda silyumlu hücreler bulunur. Bezler, endometriyumun iç kısmına 

doğru dallanmalar yaparlar (Ross ve Pawlina 2014). 

 

Endometriyum, yapısal ve fonksiyonel olarak 2 tabakadan meydana gelir.  

 

1) Stratum fonksiyonale ya da fonksiyonel tabaka: Menstrual döngü sırasında, 

prolifere olup, sonrasında dejenere olan tabakadır (Ross ve Pawlina 2014). 

Endometriyumun 2/3’lük yüzeyel kısmını oluşturur. Menstruasyon sürecinde dökülür. 

Fonksiyonel tabaka, süngerimsi kat ve kompakt kat olarak da ikiye ayrılır. Süngerimsi 

kat, bazal tabakaya yakın olan ve bezlerin gövde kısımlarının bulunduğu 2/3’lük 

kısımdır. Kompakt kat ise yüzey epitelinin altında, bezlerin ağız bölgelerinin bulunduğu 

bölge olarak adlandırılır (Çakar ve Atilla 2006). Fonksiyonel tabakada bulunan bezler, 

dört tip epitel hücreden oluşur. Bunlar; proliferatif hücreler, salgı oluşturan hücreler, 

silyalı hücreler ve bazal hücrelerdir. Proliferatif hücrelerin sitoplazmaları bazofiliktir, 

çekirdek kromatinleri yoğundur. Proliferasyon döneminde, hücre sayısı artar ve bez 

epiteli; yalancı çok katlı epitel şeklinde görülür. Salgı hücreleri, müsinöz olmayan salgı 

üretir. Salgı hücreleri, tuba uterina hücrelerine benzer hücreler, vakuolsüz, vakuollü 

hücre olarak üç farklı yapıdadır. Silyalı hücreler, proliferasyon döneminde daha 

belirgindir. Genç silyalı hücreler, piramit şeklinde ve bazal laminaya yakındır. 

Sitoplazmaları açık renkte olup şeffaftır. Bazal hücreler de yoğun kromatin içeren 

belirsiz bir çekirdekçik görülür. Çekirdekte ise yoğun kromatin gözlemlenmektedir 

(Sözen 2008). 

 

2) Stratum bazale, fonksiyonalis tabakasının altında, endometriyumun 1/3’lük 

taban kısmını oluşturur. Menstruasyon sonrasında, fonksiyonel tabakaya kaynak 

oluşturan bazal tabakadır (Ross ve Pawlina 2014, Köse 2011). Stratum bazaliste 

dökülme görülmez (Sözen 2008). Stratum fonksiyonale tabakası; kandaki progesteron 

ve östrojen düzeyindeki değişikliklerden ve endometriyumdaki spiral arterlerin 

kanlanmasından etkilenirken, stratum bazale tabakası; hormonal değişikliklerden 

etkilenmez (Kierszenbaum 2006).  
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Şekil 2.3 İnsan endometriyumunda luminal epitelde, fonksiyonelis ve bazalis’in histolojik olarak 
görünümü (WEB-4). 

 

Endometriyumda çok özel bir damar sistemi vardır.  Endometriyumu besleyen 

kan damarları, periyodik olarak stratum fonksiyonale tabakasının dökülmesinde önemli 

göreve sahiptir (Junqueira ve Carneiro 2009). Uterin arter, miyometriyumda anastomoz 

yapan 6-10 arkuat arter şeklinde dallara ayrılır (Ross ve Pawlina 2014). 

Miyometriyumun orta tabakasında dairesel olarak yerleşmiş bulunan arkuat arterler, 

endometriyumun beslenmesi için 2 grup damar sistemine ayrılırlar. Düz arterler, bazal 

bölümü beslemekle görevlidir (Junqueira ve Carneiro 2009). Spiral arterler, yukarı 

doğru uzanır ve fonksiyonalis tabakasına kan taşır. Spiral arterler, stratum 

fonksiyonalis tabakasının üst bölümlerinde incelerek, arteriol ve kapilleri oluşturur 

(Ross ve Pawlina 2014). Kapiller, damar ağı yüzey epitelinin altında yer alır. Arterioller, 

kapiller damar ağını beslemekle görevlidir (Sözen 2008). Menstrual siklus sırasında 

spiral arterlerin ve düz arterlerin proksimal parçaları, herhangi bir değişime uğramaz 

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

   

Yeni doğanda endometriyum, proliferasyon evresindeki yapıdadır ve bu yapıda 

iki hafta içinde gerileme meydana gelir. Ergenlik döneminden önce endometriyum, tek 

katlı alçak boylu kübik epitelle döşelidir ve zayıf bir stroma ile desteklenir. Tübüler bez 

sayısı çok azdır ve aktif değildir. Menstrual döngünün görüldüğü dönemde 

endometriyum, tek katlı prizmatik epitel ve lamina propria'dan oluşur. Menopozda 

endometriyum, tek katlı alçak boylu kübik epitelle döşeli ve ince görünümlüdür. Bezler 

genişleme gösterir, stroma sıkılaşır (Sözen 2008). 
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Menstrual döngü evrelerine göre fonksiyonel tabakanın mikroskobik özellikleri 

değişiklik gösterir. Menstrual döngü, yaklaşık 28 gün sürer ve 3 evreden meydana gelir.  

1. Proliferasyon (Çoğalma, foliküler) evresi 

2. Sekresyon (Luteal, progestasyonel) evresi  

3. Menstrual evre (Eroschenko 2016). 

 

Proliferasyon (Foliküler veya Östrojenik) evresi, menstruasyon döneminde 

dökülen epitelin yenilendiği evredir. Bu evre, yaklaşık 9 gün sürer (Ross ve Pawlina 

2014, Eroschenko 2016). Proliferasyon evresi, büyüyen ovaryum foliküllerine bağlı 

olarak artan östrojen seviyelerinin etkisi altında olup, endometriyumun rejenerasyonunu 

sağlayabilmek için epitel, stroma ve vasküler endotelin çoğalmasını sağlar (Kim ve Kim 

2017). Ovaryumda foliküller olgunlaşır ve östrojen sentezlemeye başlar. Proliferasyon 

evresinin başlangıcında bezler düz, kısa ve dar yapıdadır. Lamina propria, kompak 

halde görülür (Kierszenbaum 2006). Evre ilerledikçe bezler hızla yukarı doğru büyür ve 

kıvrımlı bir yapı halini alır. Bez yapılarında ve stromada, mitotik hücreler görülür (Berne 

vd 2008). Lamina propriada hafif ödem görülür. Son evrede mitoz artmıştır. Stromal 

hücreler kollajen ara madde salgılarlar ve prolifere olurlar. Endometriyum yeniden 

oluşurken spiral arterler uzar. Endometriyumun üçte birlik kısmına uzanmazlar (Ross 

ve Pawlina 2014). 

 

Menstrual siklusun 14. günü ovulasyon ile başlayan sekresyon evresi, siklusun 

28. gününe kadar devam eder (Köse 2011). Salgılama döneminin başlarında, 

östrojenin etkisi ile salgılanan Luteinizan hormon (LH) en yüksek seviyeye ulaşır. 

Ovulasyonun gerçekleşmesini ve korpus luteumun gelişmesini sağlar. Korpus 

luteumdan salgılanan progesteronun etkisi ile stratum fonksiyonalede değişiklikler 

meydana gelir. Damarlanmanın artması ve stromadaki ödeme bağlı olarak 

endometriyum kalınlaşır. Bez yapıları gelişmeye başlar. Stroma içinde bezler daha 

fazla kıvrılır, dallanır ve lümenleri genişler (Ovalle ve Nahirney 2009, Kierzszenbaum 

2006). Bezlerden salınan mukazal salgı maddesi artar. Glikojenden zengin, mukoid bir 

madde ile dolar. Artan salgı maddesi, embriyonun yaşamasını ve endometriyuma 

yapışmasını kolaylaştıran glikoproteinleri, glikojenleri ve glikolipitleri içerir (Berne vd 

2008). Spiral arterler uzar ve kıvrılarak, endometriyum yüzeyine kadar uzanırlar (Ross 

ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006).  

 

Endometriyum yumuşak, kalın ve bol damarlı bir yapı halini alır.  Arterio 

spiralislerin sayısı artar (Kierzszenbaum 2006). Artan östrojen seviyesi ile servikal 

mukus, spermlerin uterusa geçişini kolaylaştıracak şekilde incelir, yapışkanlığı azalır 
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(Berne vd 2008). Stroma hücreleri de genişleyerek, glikojenden zengin desidua 

hücrelerine dönüşmeye hazırlanır (Ross ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006). 

Desidua hücrelerine dönüşmeyi uyaran etken, blastosistin uterusa implantasyonudur. 

Döllenme gerçekleşmişse, depolama ve aktif salgılama devam eder. Stromal hücreler, 

desidua hücrelerine dönüşür. Desidualizasyon; endometrial stromal fibroblastın 

embriyo implantasyonu ve gebelik oluşumu için kritik olan farklı desidual hücrelere, 

morfolojik ve biyokimyasal dönüşümüdür (Estella, vd 2012). Döllenme olmazsa korpus 

luteum’un işlevi azalır, progesteron ve östrojen salgısında düşüş ve nekroz başlar 

(Ross ve Pawlina 2014, Kierzszenbaum 2006).  

 

 

 

Şekil 2.4 Utersun menstrual döngü boyunca değişimi (WEB-5) 

 

Menstruasyon (kanama) evresi, progesteron salgısının durması ile lökositlerin 

akışı, spiral damar vazokonstriksiyonu ve VEGF ekspresyonu ile gerçekleşir. Bu 

evrede endometriyum kalınlığı azalır ve bezler kısalır. Kanamadan 2 gün önce, spiral 

arterler aralıklı olarak kasılır ve endometriyum kanlanması azalır. Daha sonra kalıcı 

olarak kasılırlar ve fonksiyonalis katmanına kan akımı engellenir. Oluşan iskemi, damar 

duvarlarını ve fonksiyonalis tabakasının bir kısmını nekroza uğratır. Kasılmalar sonucu 

kan damarları yırtılır ve kanama başlar. Progesterondan bağımsız ve geri dönüşümsüz 

hale gelir ve lökositler, hücresel zarların parçalanması ve hücre dışı matriksin 

çözünmesi için matris metalloproteazları salgılar. Kan, uterin sıvı, stromal ve epitel 

hücreleri vajinal akıntıyı oluşturur (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. Sıçanlarda Östrus Siklusu Evreleri ve Özellikleri 

 

Puberta ile başlayan sıçanların menstrual döngüsü, 14 günde bir gerçekleşir ve 

ortalama 4–5 gün sürer. Bu kısa süre, preklinik çalışmalar için sıçan kullanımının 

önemini arttırmaktadır (Marcondes vd. 2002). Sıçanlar, cinsel olgunluğa 50-60 günlük 

iken ulaşırlar. Östrus aşamalarını belirlemek için vajinal smear yöntemi kulanılarak 

vajinal sitolojiye bakılabilir. Bu yöntem, araştırmacıların hayvanın östrus dönemini 

belirlemeleri için hızlı ve pratik bir yöntemdir (Westwood 2008, Saruhan ve Dereli 

2016). Vajinal smear yöntemi, vajinal duvardan sürüntü alınarak ya da vajinal yıkama 

ile gerçekleştirilir. Alınan örnekler, preparatlar üzerinde şekil 2.5’te görüldüğü gibi 

mikroskop altında incelenmesi, hücre tiplerinin (epiteliyal veya kornifiye hücre, 

lökositler) histolojik olarak değerlendirilmesi ile evreler belirlenir (Bozoğlu 2013).  

 

Sıçanlarda östrus siklusu; proöstrus, östrus, metaöstrus ve diöstrus olmak 

üzere dört evreden oluşmaktadır.  

 

2.4.1. Proöstrus  

 

Östradiol ve LH, en yüksek düzeye ulaşır. Folikül stimule eden hormonda (FSH) 

az bir artış görülür. Yaklaşık 12 saat sürer. Endometriyum yüzey epitelinde, 

proliferasyon görülür. Tek katlı prizmatik epitel hücreleri uzayarak, yüksek prizmatik 

hücrelere dönüşür (Ekizceli 2015). Proöstrus evresinin başlangıcında vagina 

sitolojisinde superfisial ve parabazal hücreler az sayıdadır ve baskın hücre tipi 

intermediyer hücredir. Smear değerlendirmesinde lökosit çok az görülür ya da hiç 

görülmez, nükleuslu epitel çok fazladır ve kornifiye hücre nadir olarak görülmektedir 

(Karakuş 2012).  

 

2.4.2. Östrus 

 

Çiftleşmenin olduğu dönemdir. Yaklaşık 12-14 saat sürer. LH’ın en yüksek 

seviyeye ulaşmasıyla ovulasyon gerçekleşir. Uterus epitelinde proliferasyon artık 

gerçekleşmez. Epitelde, yalancı çok katlı epitel izlenebilir (Ekizceli vd 2015). FSH, en 

yüksek değerine ulaşır. Östradiol düzeyi azalır ve en alt düzeye iner. Progesteron 

düzeyi artar. Ovülasyon gerçekleşir. Çiftleşme olmuş ise vajinal plak görülür. Vajinada 

kornifiye hücrelerde artış olur, epitel 7–11 hücre katı şeklinde görülür. Evrenin 

başlangıcında parabazal ve bazal hücreler az sayıdadır, ortalara doğru hücreler 
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kaybolur. Smearde lökosit, kornifiye hücreler ve büyük bazofilik epitel hücreleri görülür 

(Karakuş 2012, Westwood 2008). 

  

2.4.3. Metaöstrus  

 

Bu evrede dişi, çiftleşmek için erkeği kabul etmez. Yaklaşık 21 saat boyunca 

sürer (Ekizceli vd 2015). Estradiol seviyesinde artış olur. Progesteron, yüksek seviyede 

kalır. Metaöstrus’ta vajinada yüzeyel hücrelerde azalma görülür, epitel 5–9 hücre; katı 

şeklinde gözlenir. Bazal ve parabazal hücrelerde ve lökositlerde artış olur. Uterusta 

endometrial epitel hücrelerinin dejenerasyonu devam eder. Mitotik aktivite yeniden 

başlar. Smearde lökosit bol miktarda görülür, nükleuslu epitel yoktur, kornifiye hücre 

çok azdır, bazofilik hücreler vardır (Web- 6, Westwood 2008). 

 

2.4.4. Diöstrus 

 

Siklusun bu evresinde, epitel dokuda rejenerasyon başlar ve yaklaşık 57 saat 

sürer. Kanda LH ve FSH düzeyleri düşüktür. Vajina epiteli, 10 hücre katı şeklinde 

görülür. Uterusta, alçak boylu kolumnar epitel gözlenir. Başlangıçta mitotik hücreler 

görülür. Az sayıda da olsa, dejenere hücre de bulunmaktadır. Diöstrusun sonunda 

ödem gözlenir. Smearde az miktarda mukozal yapı, bazofilik hücreler, kornifiye 

hücreler, nükleuslu epitel hücreleri ve lökositler bulunur (Karakuş 2012, Westwood 

2008). 

.  

Şekil 2.5 Sıçanlarda görülen menstrual döngü evrelerine ait smear sitolojik görüntüleri (WEB-6). 

 

 

2.5. İmplantasyon  

 

İmplantasyon, embriyonun uterus endometriyum epitel yüzeyine yapışıp, 

plasentayı oluşturmak için maternal yapıya girdiği süreç olarak tanımlanır (Kim ve Kim 

2017). İmplantasyon elde etmek için, uterusun yapısal ve fonksiyonel yeniden 

şekillenmeye tabi tutulması gerekir.  Bu şekillenmeye aracılık eden ana hormonlar, 
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östrojen ve progesterondur (Das vd 1997, Marquardt vd 2019). Başarılı bir 

implantasyon için uygun bir blastosistin, alıcı bir endometriyuma uygun şekilde 

zamanlanmış gelişimi gereklidir. Endometriyum, “implantasyon penceresi” döneminde 

sadece kısa bir süreliğine blastosisti kabul eder (Kim ve Kim 2017). İmplantasyon 

penceresi, LH dalgalanmasından 6-10 gün sonra, 28 günlük normal bir adet 

döngüsünün 20-24. günleriyle sınırlıdır (Van Mourik vd 2009). Embriyo ve 

endometriyum arasında özel bir diyalog vardır. Önce oositin gelişimini ve 

endometriyumun olgunlaşmasını sağlayan bu diyalog, ardından blastosist tarafından 

embriyo oryantasyonunu, apozisyonu, yapışmasını ve endometrial istilasını sağlar 

(Diedrich vd 2007). Endometriyum, embriyo için bu dönemin dışında reseptif özellik 

göstermemektedir (Sharma ve Kumar 2012). Hücre-hücre yapışması, blastosist 

implantasyonu sırasında gerçekleşen önemli bir olgudur (Abban vd 2005). 

İmplantasyonun, matriks maddelerinin, adezyon moleküllerinin ve matriks maddeleri 

için yüzey alıcılarının sentezi ile senkronize bir şekilde gerçekleşmesi gereklidir 

(Sharma ve Kumar 2012). 

 

2.5.1. İmplantasyon öncesi embriyodaki gelişmeler  

 

Fertilize olmuş ovum, uterin kavitede mukozal dokuya gömülebilmek için tuba 

uterinadan uterin kaviteye geçerken birtakım değişikliklere uğrar. Zigotta yarıklanma 

meydana gelir ve mitotik bölünmeler ile hücre sayısı artar. Mitotik bölünmeler 

sonucunda, blastomer olarak adlandırılan hücreler oluşur ve 16 blastomerli zigot, 

marula denen hücre kütlesi halini alır (Bozdoğan 2004). Fertilizasyondan yaklaşık 3 

gün sonra zona pellusida ile çevrili marula, uterin kaviteye geçer. Yaklaşık 24 saat 

kadar uterusta serbest bir şekilde yüzer. Hücre bölünmeleri ve gelişim devam eder 

(Ross ve Pawlina 2014). Uterus boşluğundaki sıvı, zona pellusida içine girip hücreler 

arasında boşluklar oluşturur. Oluşan boşluklar büyür ve birleşmeye başlar. Blastosöl 

denilen tek bir boşluk oluşur, embriyo ise blastosist adını alır. Blastosist’de kutuplaşma 

meydana gelir ve oluşan iç hücre kitlesi embriyoblast, dış hücre kitlesi trofoblast olarak 

adlandırılır (Vardı 2011). Trofoblast hücreleri, plasentanın embriyonik kısmını oluşturur. 

Embriyoblast, blastosist boşluğuna doğru ilerler ve trofoblastlar, blastosistin duvarını 

meydana getirirler (Moore ve Persaud 2002). Trofoblastlar tarafından tripsin benzeri 

enzimler sentezlenir ve uterus sıvılarının etkisiyle zona pellusida erir. Embriyo, 

fertilizasyondan 6-8 gün sonra endometriyuma implante olur (Vardı 2011). 
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2.5.2 Endometriyumun implantasyona hazırlanması  

  

İmplantasyon için endometriyumda çeşitli değişiklikler meydana gelir. Yapısal, 

hücresel ve moleküler olaylar, eş zamanlı ve senkronize bir şekilde gerçekleşmelidir. 

Endometriyumda görülen başlıca değişiklikler; adezyon molekülleri, büyüme faktörleri, 

sitokinler, kemokinler, immunglobulinlerin ekspresyonu, homeoboks genleri (Özellikle 

HOXA10ve HOXA11), pinopodların oluşumudur. Tüm bu değişikler, östrojen ve 

progesteron tarafından düzenlenmektedir (Kim ve Kim 2017, Galliano ve Pellicer 

2014). Bu tür seks steroid hormonları, endometriyumun çoğalması ve alıcılığı için 

gerekli olan endometrial gen ekspresyonlarını da düzenler (Galliano ve Pellicer 2014). 

 

Ovulasyondan yaklaşık 6 gün sonra luminal epitel hücrelerinde yer alan düzenli 

mikroviluslar yerini pinopodlara bırakır (Rarani vd 2018). Lüminal epitelde bulunan 

apikal hücre zarı üzerindeki hücre zarı çıkıntıları olan pinopodlar, elektron mikroskobu 

ile görselleştirilebilirler (Nikas ve Aghajanova 2002). Görünümleri, döngüye bağlıdır ve 

progesteron kontrolü altındadır. Pinopodların göründüğü spesifik zamansal ve 

mekansal ifade, implantasyon penceresiyle aynıdır (Rarani vd 2018). Düzenli 

menstural siklusa sahip kadınlarda yapılan çalışmada, yumurtlama sonrası 6. günde 

endometrial biyopsilerin %78'inde pinopodların oluştuğu bildirilmiştir. Pinopodların işlevi 

tamamen açık değildir. Pinopodlar, implantasyon penceresi döneminde bulundukları 

için implantasyon belirteci olarak değerlendirilirler. Yokluklarının implantasyon 

başarısızlığı ile ilişkili olması nedeniyle, pinopodların klinik açıdan değerlendirilmeleri 

uygun olabilir (Hoozemans vd 2004).  

 

Bazal membranda kalınlık azalır. Hücre yüzeyi moleküllerinin, lateral 

dağılımında değişiklikler meydana gelir. Desmozomal proteinlerin yoğunluğu azalır. 

Lateral membrandaki sıkı bağlantı dağılımı değişir. Ovaryum steroidleri tarafından 

düzenlenen özgün gap junctionlar, implantasyonun olduğu epitelde açığa çıkarlar 

(Gökçimen 2004, Aplin ve Ruane 2017). Endometrial hazırlık evresi, gebeliğin erken 

evreleri ve normal embriyo oluşumuna miRNA'lar da dahil olmuşlardır ancak 

miRNA’ların hamilelik açısından rolleri belirsizdir (Galliano ve Pellicer 2014).   

  

2.5.3. İmplantasyonun ilerleyen döneminde meydana gelen değişiklikler  

 

Blastosist, gebelikten yaklaşık 6-7 gün sonra uterusa yapışır ve plasenta 

oluşumu başlar. Embriyo, endometrial epitele çoğunlukla embriyonik kutup bölgesinden 
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tutunur. Hızla bölünmeye başlayan trofoblast hücreleri, sitotrofoblast ve 

sinsityotrofoblast olarak iki farklı tabakaya ayrılır. Sitotrofoblastlar, iç kısımda hücresel 

trofoblastları oluştururlar. Sinsityotrofoblastlar, dış kısımda bulunur ve hücre sınırı 

görülemeyen çok çekirdekli bir kitle şeklindedir. Sinsityotrofoblast tabakası 

(sintrofoblast); endometrial epitele doğru uzantılar oluşturur, bağ dokusu içinde ilerler, 

maternal dokuları parçalayan bazı enzimler salgılar ve parçalanmış maternal 

dokulardan beslenir. İç hücre kitlesinin iç kısmında, hipoblast olarak adlandırılan kübik 

hücre tabakası oluşur.  Yüksek prizmatik hücrelerden oluşan kalın kısmına ise epiblast 

denir (Moore ve Persaud 2002).  

 

Sinsityotrofoblastlar, uterus kapillerlerinin ve bezlerin bulunduğu endometrial 

stromayı invaze ederler ve endometriyumun içine gömülürler. Sinsityotrofoblast 

hücreleri, invazyonu sağlayan proteolitik enzimler salgılar. İmplantasyon bölgesinin 

etrafındaki stromal hücreler; glikojen ve lipit ile dolu, polihedral görünümlü desidual 

hücrelere dönüşür. Desidual hücreler, embriyonik beslenmeye kaynak oluştururlar. 

İmplantasyon gerçekleşirken, iç hücre kitlesinin içinde küçük amniyotik kavite oluşmaya 

başlar. Epiblasttan ayrılıp kaviteyi çevreleyen hücreler (amniyoblast), amniyonu 

oluşturur. Hipoblast hücreleri ise ekzosölomik kavitenin çatısını oluşturmak için 

çoğalırlar ve ekzosölomik membran ile kaviteyi oluştururlar. Ekzosölomik kavite vitellüs 

kesesini meydana getirir (Moore ve Persaud 2002).  

 

Gebe kaldıktan yaklaşık sekiz gün sonra, sinsityotrofoblast laküna adı verilen 

düzensiz boşluklar görülür. Bu lakünalar, uterus sekresyonlarından kaynaklanan 

sıvılarla doldurulur ve aralıklı boşlukları oluşturmak için birleşir. Kalan 

sinsityotrofoblastlar ise, plasental villöz ağacının temelini oluştururlar. Bu nedenle, 

plasentanın üç temel alanı; embriyoya bakan erken koryonik plaka, aralıklı alanın ve 

villöz ağacın gelişiminde yer alan laküner sistem ve maternal desiduaya bakan ilkel 

bazal plaka olarak tespit edilebilir. Desidua yoluyla litik aktivitesi sayesinde, 

sinsityotrofoblast anne kılcal damarlarına ulaşır ve erozyona uğrar. Lakünada az 

sayıda anne kan hücresinin ortaya çıkmasına izin veren bu durum, plasentadaki ilkel 

maternal dolaşımın habercisidir. Gebe kaldıktan yaklaşık 12-13 gün sonra, 

sitotrofoblast hücreleri sinsityotrofoblast içine nüfuz ederek, aralıklı çıkıntı yapan primer 

trofoblast villusunu oluşturur (Avagliano vd 2016). 

 

Sitotrofoblast hücrelerinin sinsityotrofoblast içine nüfuz etmesiyle primer villus 

gelişir. Ekstra embriyonik mezoblast, birincil villus içine nüfuz ederek mezenkimal 

çekirdeği oluşturur. Primer villusu içinde yer alan embriyonik mezoblast ve mezankimal 
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çekirdeğin bir arada bulunduğu bu yapı, sekonder villus olarak adlandırılır. Sekonder 

villusun, mezoblast hücreleri arasında, hematopoetik hücrelerin gelişmesiyle oluşan 

yapıya tersiyer villus adı verilir. Bu villuslardan bazıları, 15. günden sonra, 

sinsityotrofoblastı istila eden, maternal dokulara ulaşan ve sitotrofoblastik ankraj 

kolonlarını oluşturan, bir sitotrofoblastik hücre havuzu içerir. Bunu takiben bazı 

sitotrofoblastik hücreler, villusdan ayrılır ve invaziv fenotipli özel bir hücre türü olan 

ekstravillöz trofoblasta farklılaşır. Daha sonra bu hücreler, maternal desiduaya girer, 

maternal spiral arterlere ulaşır, damar duvarını aşındırır ve spiral arterleri sürekli akışlı, 

düşük dirençli tüplere dönüştürür. Bu adımla fetal dolaşım başlar (Avagliano vd 2016).  

 

Olgun plasentanın organizasyonu, genellikle üç ayrı katmanla tanımlanır. Apikal 

tarafta (en dış konum) implantasyon bölgesi; ikincil trofoblast dev hücrelerinin bir 

tabakası ile maternal desidua'dan ayrılır. Hormon üreten bu dev hücreler, adlarını 

büyük yapıdaki hücrelerden alırlar. Birbirini izleyen endoreduplikasyon turları yoluyla, 

500'den fazla DNA içeriği kopyası biriktirebilen poliploid çekirdek oluşur. Bu hücreler 

proliferatif değildir, daha çok diploid trofoblast öncülerinden kaynaklanır. Bu diploid 

hücreler, gelişim sırasında çok dinamik olan bir ara tabaka olan spongiotrofoblast 

tabakası ile sınırlıdır (Lefebvre 2012). 

 

Spongiotrofoblast katmanı; iki ana trofoblast popülasyonu olan 

spongiotrofoblast hücreleri ve glikojen hücrelerinden oluşur. Her iki hücre tipinin 

gelişimi ve işlevi tam olarak bilinmemekle birlikte glikojen hücrelerinde glikojen biriktiği 

bilinmektedir. Bağlantı bölgesinin ana işlevlerinden biri, endokrin bölme işlevidir. 

Korpus luteumdan, progesteron salgılanmasını sürdürmek için, bağlantı bölgesi ve 

ikincil dev hücrelerin spongiotrofoblastları, gebelik sırasında prolaktin benzeri 

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

 

Embriyonun yakınında yer alan, maternal ve fetal dolaşım arasındaki ana besin 

ve gaz alışverişinin sağlandığı bölge, labirent tabakasıdır. Epiblasttan türetilmiş olan 

ekstraembriyonik mezodermal endotel hücreleri ile kaplı yoğun bir fetal kılcal damar 

ağı, bu tabakanın büyük kısmını kaplar. Çok çekirdekli sinsityotrofoblast tabakası ve 

maternal sinüzoidlerde bulunan mononükleer trofoblast dev hücre tipinden oluşan 

labirent trofoblast hücreleri; fetal endotelyumu, maternal kandan (trichorial plasenta) 

ayırır. Bu hücre tiplerinin tümü koryonik ektodermden türetilmiştir (Lefebvre 2012). 

 

Olgun bir plasentanın maternal kısmı, plasenta septumları olarak adlandırılan 

ve desidua bazalisten gelişen 30-35 loba ayrılır. Septumlar, koryonik plağa doğru 
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uzanır. Her lob, birden fazla kotiledondan oluşur. Kotiledonlar, ana kök villus ve onun 

dallarından meydana gelmektedir. Göbek kordonu, kıvrıntılı bir yapıya sahiptir ve 

koryon plağına bağlanır. Oksijenden fakir 2 umblikal arter ve oksijenden zengin kan 

taşıyan umblikal ven içerir.  

 

Plasenta, maternal ve fetal kısımlardan meydana gelir. Anneya ait plasental 

kısım, desiduadan oluşur. Desidua 3 kısımdan meydana gelir.  

1. Desidua bazalis, plasentanın maternal kısmını oluşturur. Desidua bazalis ile 

karşılıklı koryonik villuslar gelişme gösterir ve koryon frondozumu oluştururlar.  

2. Desidua kapularis, embriyoyu ve koryon kesesini kaplayan yüzeysel tabakadır. 

3. Desidua pariyetalis, embriyonun bulunmadığı uterus boşluğunda yer alan 

tabakadır (Kierzszenbaum 2006).  

 

Villuslar, koryonik yüzeyin tüm kısımlarını kaplarlar. Büyüme devam eder ve 

desidua kapsülarisin üzerinde bulunan villuslar, dejenere olurlar ve koryon leave’ i (düz 

koryon) oluştururlar. Desidua bazalis ile karşılıklı olan villusların sayıları ve boyutları 

artar ve yüksek düzeyde dallanır. Plasentanın fetal komponenti olan koryon frondozum 

ya da villöz koryonu meydana getirirler. Villusların plasentadan çıktıkları tabakaya, 

koryonik plak denir (Ross ve Pawlina 2014). Koryonik plaktan köken alan her bir villus, 

mezenkimal bağ doku özü (villus stroması) ile fetal kan damarları arterioller ve 

kapillerler içerir. Mezenkimal bağ doku da 2 ana hücre tipi bulunmaktadır. 

1. Hofbauer hücreleri olarak adlandırılan fagositik hücreler,  

2. Ekstraselüler matriks elemanlarının ve çeşitli tip kollajenlerin sentezini yapan ve 

fibroblastlara farklılaşabilen mezenkimal hücreler. 

 

Mezenkimal özü, iki hücre tipi çevreler. Bunlar; maternal kan ile temasta olan 

sinsityotrofoblast hücreleri ve bazal lamina ile desteklenen, sinsityotrofoblastların 

altında bulunan sitotrofoblast hücreleridir (Kierzszenbaum 2006).  

 

 

2.6. MikroRNA  

 

MikroRNA'lar, gen ekspresyonunu düzenleyen ve özellikle üreme biyolojisinde 

önemli bir role sahip olan evrimsel olarak korunan, 18-25 nükleotit uzunluğunda protein 

kodlamayan RNA molekülleridir (Shen vd 2013). Yapılan çalışmalarda, insanda 

yaklaşık 1800’ün üzerinde miRNA olduğu ve insanların genlerinin yaklaşık %30-60’ının 

bu miRNA’lar tarafından transkripsiyonel ve post transkripsiyonel seviyede 
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düzenlendiği düşünülmektedir (Selçuk ve Türkölmez 2016, Çelik vd 2013). 

miRNA’ların; hücre döngüsü, hücre farklılaşması, embriyo gelişimi (Zheng vd 2017), 

kadın ve erkek üreme sisteminin fizyolojik süreçleri gibi çok çeşitli biyolojik süreçlerde 

temel rol aldıkları tespit edilmiştir (Selçuk ve Türkölmez 2016, Shen vd 2013). 

 

Keşfedilen miRNA’lar’ın karışıklığa neden olmaması amacıyla bir isimlendirme 

sistemi geliştirilmiştir. Örneğin hsa-miRNA-200 ifadesinde yer alan hsa; Homo sapiens, 

miRNA; mikroRNA ve 200 (sayısal ifade) de; miRNA türünün keşfedilme sırasını ifade 

etmektedir. Benzer yapıya sahip olan miRNA’lar (miRNA sisters), sayısal ifadeyi takip 

eden bir küçük harf ile ayırt edilirler. Örneğin; miRNA-200b ve miRNA-200c, sekans 

içinde çok benzerdir (Carlberg ve Molnar 2014). 

 

MikroRNA'ları kodlayan, yüksek seviyede korunmuş ve kendi nükleotid 

dizilerine komplimenter hedef genleri tanıma özelliği bulunan gen bölgeleri vardır. 

Normal ve patolojik dokular arasında farklı seviyede ifade edilen miRNA'ların tespitinin, 

infertilite için ışık tutabileceği düşünülmektedir (Karagün vd 2014). miRNA 

aktivitesindeki değişiklikler, implantasyon ve menstrual döngü üzerinde olumsuz etki 

oluşturma potansiyeline sahiptirler (Hull ve Nisenblat 2013). miRNA ekspresyon 

profilleri; infertilite, endometriozis ve preeklampsi dahil olmak üzere çeşitli patolojik 

jinekolojik koşullarda tanımlanmıştır (Zheng vd 2017). Endometrial disfonksiyonda, 

iatrojenik miRNA manipülasyonunun endometrial bozuklukları düzeltmesi de 

mümkündür. Bununla birlikte, endometrial miRNA fonksiyonu ve miRNA’nın güvenli 

manipülasyonu hakkında, klinik kullanıma geçmeden önce daha fazla bilgi gereklidir 

(Hull ve Nisenblat 2013). 

 

Spesifik miRNA'lar; blastosist aktivasyonunu, embriyo implantasyonunu ve 

embriyo gelişimini düzenleyen insan embriyonik hücrelerinde, yüksek oranda eksprese 

edilirler.  Anne için, menstrual döngü, uterus alıcılığı, stromal desidualizasyon ve 

benzeri ilişkili embriyo implantasyonları sırasında farklı miRNA'lar eksprese edilmekte 

ve salgılanmaktadır (Zheng vd 2017).  

 

Menstrual siklusun, geç proliferasyon ve orta sekresyon evresinde olan 

bayanlardan izole edilen endometrial epitel hücreleri kullanılarak elde edilen 12 adet 

miRNA (miR-29b, miR-29c, miR-30b, miR-30d, miR-31, miR-193a-3p, miR-203, miR-

204, miR-200c, miR-210, miR-582-5p, ve miR-345) ekspresyonuna bakıldığında, 

sekresyon evresinde, geç proliferatif evreye göre ekspresyonların azaldığı 

görülmektedir (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; hücre proliferasyonunu, hücre göçünü ve / veya istilasını 

düzenlerler ve miRNA-200 ailesinin üyeleri, bu düzenleyici yollarda önemli rol oynarlar 

(Nothnick 2016). MiRNA-200 ailesi üyeleri; miR-200a, miR-200b, miR-200c, miR-141 

ve miR-429 olarak tanımlanmışlardır (Zheng vd 2017). Hem insan, hem fare 

dokularında Çinko parmak E-box-binding homeobox 1 (ZEB1) and ZEB2 ifadesi ile ters 

orantılı ekspresyonları vardır. Yapılan çalışmalar, reseptif uterusta miRNA-200 ailesi 

üyelerinin ekspresyonlarının düşük olduğunu göstermektedir (Nothnick 2016). Reseptif 

uterus oluşumu, infertilite ve düşüklerde miRNA-200 ailesi üyelerinin ekspresyonları 

hakkında çok az bilgi mevcuttur (Zheng vd 2017). Fare endometrial stromal 

hücrelerinde, miRNA-200 ailesi üyelerinin ekspresyonu, implantasyon sırasında aşağı 

regüle edilir (Liu vd 2016, Zheng vd 2017) ve insan desidualizasyon modelinde in vitro 

olarak ekspresyonları azalır (Zheng vd 2017).  

 

Sağlıklı birey kontrol grubu, infertil, erken gebelik ve düşük yapmış olan 

kadınlarda yapılan çalışmalarda, kan serumlarında ve uterus dokusunda miRNA-200 

ailesi üyeleri arasında en duyarlı ve spesifik belirtecin miRNA-200c olduğu bildirilmiştir 

(Zheng vd 2017). RL95-2 ve Ishikawa endometrial hücrelerinin, In vitro olarak tarama 

elektron mikroskobu ile yapılan incelemelerinde, belirgin morfolojik değişiklikler 

gözlenmiştir. Daha yüksek miRNA-200c seviyesine sahip hücrelerin, uterus alıcılığının 

bir belirteci olan hücre yüzeyinde, daha az pinopod yapısına sahip oldukları 

görülmüştür (Zheng vd 2017).  

 

 

2.7. İntegrinler  

 

 İntegrinler, tüm hücrelerde hücre yüzeyinde bulunurlar. Hücre-hücre ve 

hücre matriks etkileşiminde görev alırlar (Lessey vd 1992). İntegrinler, transmembran 

glikoprotein ailesi üyesidir. Kovalent olmayan etkileşim ile bir arada duran alfa ve beta 

alt birimleri vardır. Her alt birim; hücre dışı bir alan, bir zar ötesi bölge ve hücre içi bir 

alan içerir (Singh ve Aplin 2009). Yapılan çalışmalarda integrinlere ait 18 alfa ve 8 beta 

alt birimi tanımlanmıştır. İntegrin α ve β alt ünitelerinin özel kombinasyonuyla, ligand 

spesifitesi belirlenir (Hynes 2002).  

  

İntegrinler; embriyolojik gelişim, implantasyon, yara iyileşmesi, hemostazis, 

trombozis, savunma mekanizmaları gibi fizyolojik olaylarda görev alırlar. Çeşitli hücre 

dışı matriks ligandları için reseptör görevi gören integrinler, bağlanma 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 hücresel fonksiyonun modülatörleri olarak işlev görürler (Carson vd 2000, 

Şensoy ve Öznurlu 2009). İntegrinler; hücre-dışı matriks glikoproteinlerinde, bazı 

kompleman proteinlerinde ve bazı hücre yüzeylerinde bulunan arjinin-glisin-aspartik 

asid (RGD) aminoasit dizilerine sahip moleküllere bağlanır (Carson vd 2000, Guc 

2004).  

 

Endometrial β3 integrin ekspresyonu, implantasyon sırasında yükselen ve 

implantasyon için yararlı bir belirteç olarak gösterilen bir hücre adezyon reseptörü 

olarak tanımlanmıştır (Dorostghoal vd 2017). Bazı integrin tipleri, menstrual döngüde 

dönemlere bağlı şekilde ifade edilirler. Örneğin αvβ3 (menstrual döngünün 19. 

Gününden, adet gününe kadar) α4β1 (menstrual döngünün 14.gününden, 24.gününe 

kadar) ve α1β1 (menstrual döngünün 28. gününde). Integrinler, uterus reseptivite 

dönemini saptamak için, immünohistokimyasal belirteçler olarak kullanılmaktadırlar 

(Illera vd 2000). 

 

2.7.1.   İntegrin αvβ3  

 

Hem insanlarda hem de diğer memeli türlerinde αvβ3 integrin, implantasyon 

sırasında, endometriyuma hücre yüzeyi yapışmasında önemli görevler üstlenir (Illera 

vd 2003). Integrin αvβ3, mezenkimden köken alan hücrelerde ve kan damarındaki 

çeşitli hücre tiplerinde (örn., endotel hücreleri, düz kas hücreleri, fibroblastlar, makrofaj 

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

 

Endometriyumda, ilk olarak αvβ3 integrin hücre dışı fonksiyonel ligandı 

osteopontin (OPN) tanımlanmıştır. Diğer integrin ligandları, tablo 2.1. de belirtildiği gibi 

endometriyumda bulunan; hücre dışı matriks-kollajen-laminin, fibronektin ve vitronektin 

molekülleridir (Hoozemans vd 2004). αvβ3 integrin, birçok farklı liganda bağlandığı için 

en karışık integrindir. Etkileşimlerini RGD motifi ile gerçekleştirirler. αvβ3 integrin; 

vasküler düz kas hücrelerinin göçü, osteoklastların kemik matriksine yapışması ve 

anjiogenezis gibi birçok biyolojik olayda aracılık etmektedir (Kokubo 2007). Plasenta ve 

desiduadaki integrinlerin ekspresyonu; integrinlerin, implantasyonun sonraki 

aşamalarına katılımını arttırmaktadır (Illera vd 2000). 
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Tablo 2.1 İntegrinlerin endometriyum hücrelerinde dağılımı ve hücre dışı matriks ligand 
tercihleri (Lessey vd 1996). 

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

 

Menstrual siklusa bağlı αvβ3 ve α4β1 integrinler, implantasyon penceresi 

sırasında luminal epitelde birlikte eksprese olurlar. αvβ3 ve α4β1in birlikte çalışarak 

embriyo tutunmasına yardımcı oldukları düşünülmektedir (Sachin ve Reddy 2007). 

αvβ3 integrin, sekresyon evresinin ortasında, endometrial epitelyalde eksprese edilir, 

implantasyon penceresinin etrafını çevreler ve desidual integrinler oluşması ile bir üst 

düzenlemeye geçer.  İntegrin V dimeri hem uterus epitelinde hem trofoblastta bulunur. 

İntegrin V dimeri, RGD serilerine bağlanır ve uterus epitelini trofoblasta bağlamak için 

hücre-hücre etkileşimlerini meydana getirir (Hoozemans vd 2004). Trofoblastta bulunan 

subunit V, endometriyumdaki osteopontini tanır, trofoblastta eksprese olan fibronektin 

ve vitronektin ise endometriyumdaki subunit V ile etkileşime girer (Hoozemans vd 

2004). Döngü etkileşimleri, embriyonun tutunmasını mümkün kılar: Şekil 2.1.6 da 

görüldüğü gibi trofoblastik αvβ3, endometrial OPN'i tanır ve endometrial αvβ3 trofoblast 

tarafından eksprese edilen vitronektin ve fibronektin ile etkileşir (Merviel vd 2001). 

 

 

  Hücre Tipi Döngüye Özgü Değişiklikler  

 Ligand  Bezler Lumen Stroma Bezler Lumen Stroma 

α1β1 Col/LM -/++b - -/+b + - + 

α2β1 Col/LM + -+ - - + - 

α3β1 Col/LM/FN + ++ -/+b - - + 

α4β1 FN ++ - - + - - 

α5β1 FN - - ++ - - -/+ 

α6β4 LM ++ ++ -/++b - - + 

α8β1 ? - - - - - - 

α9β1 Ten -/++b ++ - + - - 

αvβ3 VN/OP/FN/FB/vWF -/++b -/++b -/++b + + + 

αvβ5 VN - - + - - + 

αvβ6 FN - + - - + - 
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Şekil 2.6 İmplantasyonda endometriyum embriyo integrin ilişkisi (WEB-7) 

 

İmplantasyon sırasında integrinlerin ekspresyonu, maternal-embriyo tanıma ve 

başarılı blastosist implantasyonu için çok önemlidir. Endometriyumda αvβ3 integrinin 

azlığı veya yokluğu, infertilite ile ilişkilendirilebilir. İmplantasyon penceresinde αvβ3 

integrin, uterusun bez epitelinde ve luminal epitelinde ekprese edilmektedir. αvβ3 

integrin ekspresyonunun, implantasyon penceresiyle ilişkilendirilmesi; endometriozis, 

hidrosalpinks ve açıklanamayan infertilite dahil olmak üzere belirli infertilite tipleri ile 

integrin yokluğunun ilişkilendirilmesi sebebiyle araştırmacıların ilgisini uyandırmıştır 

(Illera vd 2000, Sachin ve Reddy 2007).   

 

 

2.8. Sitokinler  

 

Sitokinler, hücreler arasındaki iletişime aracılık eden küçük çok fonksiyonlu 

glikoproteinlerdir (WEB-8). Sitokinler; hücre büyümesi, enflamasyon, yaralanma, 

iyileşme ve sistemik yanıtı da içinde bulunduran enflamatuar olayları ve bağışıklık 

sistemini düzenlerler (Akdoğan ve Yöntem 2018). Sitokin genel bir isimdir. Diğer alt 

isimler; varsayılan işlevleri, salgı hücresi veya eylem hedefleri temel alınarak 

tanımlanırlar. Örneğin; lenfositler tarafından üretilen sitokinlere, lenfokinler denir. 

İnterlökinler, bir lökosit tarafından yapılır ve diğer lökositler üzerine etki eder. 

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

 

Sitokinler başlıca şu ana gruplara ayrılmaktadır: 

1. Büyüme faktörleri (Epidermal büyüme faktörü (EGF) vb.),  

2. Lenfokinler (IL-1, IL 2, IL3, IL 6, IL-18 vb.),   

3. Koloni sitimüle eden faktörler (LIF), 
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4. Transforme edici büyüme faktörleri (TGF- α; TGF-β),  

5. Tümör nekroz faktörleri (TNF-α; TNF-β) ,  

6. Interferonlar (IFN- α; IFN-β; IFN-γ) (Güneş 1999). 

 

 Sitokinler, spesifik hücre yüzeyi reseptörlerinin aracılık ettiği biyolojik etkilere 

sahip olan ve embriyo-maternal etkileşimler sırasında işlevleri düzenleyen sinyallerdir 

(Biba vd 2015). Endometriyum, sitokinlerin ve sitokin reseptörlerinin önemli bir üretim 

bölgesidir. Sitokinlerin hücresel orijini değişir, ancak birçoğu uterus desidualize stromal 

hücrelerde, glandüler ve lüminal epitelinde baskındır (Salamonsen 2000). 

 

Çeşitli sitokin dizileri, başarılı bir embriyo implantasyonu ve erken plasenta 

gelişimini kolaylaştıran bağışıklık adaptasyonu ve endometrial doku yeniden 

şekillendirme olaylarının düzenlenmesinde rol oynamaktadır (Jasper vd 2007). Sitokin 

ekspresyon seviyelerindeki ve sitokin sinyallerindeki dengesizlikler, implantasyon 

başarısızlığına veya anormal yerleşime yol açabilirler. Bugüne kadar incelenen sitokin 

ve büyüme faktörlerinden; IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, TNF-α, IL-10, interferon-gama, LIF, IL-

11 ve TGF-β, EGF, heparin bağlayıcı epidermal büyüme faktörü (HB-EGF) ve insülin 

büyüme faktörünün, embriyo implantasyon süreci için çok önemli olduğu belirtilmiştir 

(Biba vd. 2015). Endometrial sitokinler, konseptusun fetal bağışıklık reddinden 

korunması, desidualizasyon ve yeterli plasental gelişim için gerekli doku yeniden 

şekillendirme işlemlerini kolaylaştırmak ve gerekli lökosit popülasyonlarındaki 

değişiklikleri düzenlemek için karmaşık ağlarda hareket eder.  

 

Uterus luminal ve glandüler epitel hücreleri, desidual fibroblastlar ve endotel 

hücreleri; LIF, GM-CSF, IL-1, IL-1, IL-6, IL-12, TNF ve TGF dahil olmak üzere birçok ek 

sitokinin güçlü kaynaklarıdır (Jasper vd 2007). TGF-β immünsüpresiftir ve aynı 

zamanda in vitro kültürlenmiş insan endometrial hücrelerinde, LIF / IL-6 yolağı üzerinde 

etkilidir (Chaouat vd 2007).  

 

Tablo 2.2 İmplantasyona katılan bazı sitokinlerin bulunduğu lokalizasyonlar ve zamanlamaları 
(Van Mourik vd 2009). 

Sitokin İnfamatuar 
etki 

Bulunma zamanı Endometriyum Blastosist Fertiliteye 
etkisi 

LIF + 18-28 gün + + + 

IL 1 + Sekresyon Evresi  +  + 

IL 6 + Desidualizasyon  + +  bilinmiyor 

IL 11 + Sekresyon Evresi  + + Farelerde 
yok  

IL 18 - Desidualizasyon  +  bilinmiyor  
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Sitokinler, dendritik hücrelerin ve makrofajların fenotipi ve işlevi üzerindeki 

etkileri yoluyla, bağışıklık yanıt sonuçlarını düzenlerler. Sitokinler, implantasyon 

başarısı için gerekli olan vasküler ve doku onarım değişikliklerine aracılık etmek için 

endotelyal hücreleri, epitelyal hücreleri ve stromal hücreleri hedef alırlar. 

Endometriyumda düzenleyici sitokinlerin ekspresyonlarının değiştirilmesinin, 

açıklanamayan tekrarlayan düşüklerin nedeni olma ihtimali, bu konuda çok fazla 

çalışma yapılmasına neden olmuştur (Jasper vd 2007). 

 

2.8.1. LIF  

 

LIF, pleiotropik (bir genin, birden fazla fenotipik etkiye sahip olması) olarak 

üretilen, indüklenebilen, çok fonksiyonlu glikoprotein yapısında, IL-6 ailesi üyesi bir 

sitokindir (Hoozemans vd 2004, White vd 2007). LIF, farklı hücre tiplerinde 

proliferasyon ve farklılaşmanın modülasyon faktörüdür (Hoozemans vd 2004).  

 

LIF yapısal olarak; IL-6, oncostatin-M, siliyer nörotrofik faktör ve IL-11 dahil 

olmak üzere, ilgili sitokin ailesi ile ortak bir hücre içi sinyal yolağına sahiptir (Van Mourik 

vd 2009, Tawfeek vd 2012). LIF-R kompleksi, iki alt birim içerir: LIF'e özgü alt birim; 

LIFR-beta ve glikoprotein 130 (gp130) alt birimidir (Tawfeek vd 2012, Salleh ve 

Giribabu 2014).  LIF'in LIF-R ve gp130'a bağlanması, sinyal iletim yollarını aktive eder. 

LIF'in Hücre yüzeyinde, LIF reseptörüne bağlanması ile LIF reseptörü-beta (LIF-Rβ) 

glikoprotein gp-130'u (IL-6 ailesi sitokinleri için ortak sinyal reseptörü) bağlayarak bir 

reseptör kompleksini oluşturur (White vd 2007). Uterustaki LIF sinyali, JAK/STAT 

yolunda gerçekleşir (Kimber 2005). Sinyal transdüksiyonu, Janus ailesinin üyelerinin 

aktivasyonunu ve STAT ailesinin transkripsiyon faktörleri üyelerinin fosforilasyonunu 

içerir (Tawfeek vd 2012).   

 

LIF, embriyonun preimplantasyon gelişiminde, sonraki implantasyon 

aşamasında ve erken gebelikte önemli rol oynamaktadır (Hoozemans vd 2004). LIF; 

implantasyon için uterus düzenlenmesi, blastosist büyümesi ve gelişmesi, embriyo 

endometrial etkileşimi, embriyo implantasyonu, desidualizasyon, implante embriyolara 

karşı uterin inflamatuar yanıtı ve trofoblast istilası süreçlerine aracılık etmektedir 

(Salleh ve Giribabu 2014).  LIF ekspresyonu, insan endometriyumunda ve falop 

tüpünde (Carson vd 2000, Tawfeek vd 2012) menstrual döngüye bağlı olarak, siklusun 

21 – 24. günleri arasında implantasyon penceresi döneminde eksprese edilir 

(Hoozemans vd 2004). 
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Şekil 2.7 Embriyo implantasyonunda LIF'in bilinen rollerinin özeti (Salleh ve Giribabu 2014). 

LIF: lösemi inhibitör faktörü, HB-EGF: heparin bağlayıcı-epidermal büyüme faktörü, Ereg: 
epiregulin, Ar: amphiregulin, E2: östrojen, P4: progesteron, IL: interlökinler, PG'ler: 
prostaglandinler, COX: siklo-oksijenaz, NK: doğal katil, PPAR: peroksizom proliferatör ile aktive 
edilmiş reseptör, PGE2: prostaglandinler E2, hCG: insan koryonik gonadotropin, MUC: müsin, 

JAM: jonksiyonel adezyon molekülleri  

Embriyo implantasyonunda LIF'in bilinen rolleri, şekil.2.7.de özetlenmiştir. Şekil 

2.7.’de harflerle ifade edilen her bir alanı tek tek açıklamak gerekirse;  

a. LIF, reseptif endometriyumdaki EGF ve implantasyon genlerinin ekspresyonunu 

arttırır. 

b. LIF, sitokin ve prostaglandin üretimini artırarak, stromal desidualizasyonu 

uyarır.  

c. LIF, implantasyon sırasında enflamatuar yanıta katılan spesifik lökosit 

topluluğunun tutulmasında rol oynar. 

d. Endometriyum ve blastosist tarafından üretilen LIF, embriyonun büyümesini ve 

gelişmesini düzenler. 

e. LIF ayrıca pinopodlar ve adezyon molekülleri yoluyla, embriyo endometrial 

etkileşiminin arttırılmasında rol oynar. 

f. LIF, trofoblast hücrelerinin farklılaşmasını uyarır ve uterus stromalarını istila 

etmek için trofob6last kapasitesini artırır (Salleh ve Giribabu 2014) 

 

 Endometriyumda LIF ekspresyonu, proliferatif evre sırasında düşük kalır, 

ovulasyondan sonra yükselir (Tawfeek vd 2012).  Maksimum ekspresyon, 
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implantasyon penceresi döneminde endometriyumda, luminal epitel ve endometrial 

bezlerde eksprese edilir (Kimber 2005, White vd 2007). Farelerde hamileliğin 1. 

gününde (1. gün vajinal tıkacın gözlem günü), farelerin endometrial bezlerinde önemli 

bir LIF seviyesi eksprese edilir. Bu ekspresyon, gestasyonun 3. gününde azalır. İkinci 

bir LIF ekspresyonu artışı, implantasyon günü olan gebeliğin 4. gününde uterus 

bezlerinde meydana gelir. İmplantasyonu takiben 5. günde, LIF ekspresyonu azalır ve 

gebeliğin geri kalanında düşük bir seviyede bulunur (Carson vd 2000). 

 

LIF mRNA'sının ekspresyonu, gebeliğin 1. gününde luminal epitelde ve daha 

sonra gebeliğin 4. gününde glandüler epitelde en yüksek eksprese edilir (Fouladi-

Nashta vd 2005). LIF proteini, sekresyon evresinde endometrial bezlerde 

maksimumdur ve uterus sıvısı, orta ila geç sekresyon evresinde maksimum düzeylerde 

LIF proteini içerir (White vd 2007).  İmplantasyonun 5. gününden itibaren stroma'nın 

desidualizasyonunda da tespit edilir (Fouladi-Nashta vd 2005).  Hem LIF-Rβ hem de 

gp-130 proteini, gebeliğin 3-5 günlerinde luminal epitelde bulunur. Luminal epiteldeki 

gp-130 ekspresyonu, progesteron ile birlikte östrojen tarafından uyarılır (Kimber 2005). 

Ayrıca Fare, tavşan ve insan blastosistleri preimplantasyon embriyo gelişim hızını 

artırmaya yardımcı olan LIF mRNA’ sını ve LIFR ve gp130'u eksprese ederler (Salleh 

ve Giribabu 2014).  

 

LIF, desidualizasyonda önemli bir rol oynar. STAT3 fosforilasyonu yoluyla, 

insan endometrial stromal hücrelerinde östrojen ve progesteronun etkisi ile 

desidualizasyonu artırır. LIF, İn vitro desidualize endometrial stromal hücrelerinden IL-6 

ve IL-15 salgılanmasını yukarı regüle eder (Salleh ve Giribabu 2014). Maternal LIF 

sinyali, fare blastosist implantasyonu için gereklidir. Gen hedefleme deneyleri, LIF 

eksikliği olan dişi farelerin infertil olduğunu göstermiştir (White vd 2007). LIF-null 

farelerde yapılan çalışmalarda, fonksiyonel LIF geni bulunmayan homozigot dişiler 

normaldir ve ovulasyon gerçekleşir (Tabibzadeh vd 1995, Carson vd 2000), 

blastosistler uterus luminal epiteline bağlanır, ancak implantasyon gerçekleşmez 

(White vd 2007). Epitelyal apoptoz, stromal desidualizasyon ve blastosist istilası 

gözlenmez (Cheng vd 2017).  

 

Lif-/- dişilerinden alınan blastosistlerin, yaban tip farelere aktarılması ile Lif-/- 

dişilerinin embriyoları, normal implantasyon sürecinde ilerler ve gelişim gösterirler 

(Fouladi-Nashta vd 2005). Hamile Lif- /- farelerinin falop tüpüne, gebeliklerinin 4. veya 

5. günlerinde tek bir rekombinant LIF enjeksiyonu, blastosit implantasyonuna neden 

olur. Bu durum, hamilelik sırasında LIF'in sadece implantasyonu başlatmak için gerekli 
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olduğunu göstermektedir (Cheng vd 2017, White vd 2007). LIF eksikliği olan infertil 

kadınlarda, gebeliğin eksojen LIF infüzyonu veya enjeksiyonu ile meydana geldiği 

bildirilmiştir (Fouladi-Nashta vd 2005). 

 

2.8.2. İnterlökin 6 

 

İnterlökinler, hücre yüzeylerindeki yüksek afiniteli reseptörlere bağlanarak, 

hücreler ve dokulardaki birçok reaksiyona katılan, büyük protein gruplarından 

oluşmaktadır (Justiz Vaillant ve Qurie 2020). 

 

IL-6, farklı tipte immün, immün olmayan hücreler ve tümör hücreleri tarafından 

üretilen bir pleiotropik sitokindir (Sakurai vd 2012). IL-6, çeşitli patolojik durumlarda rol 

oynamasının yanında, doku homeostazına katkıda bulunan fizyolojik fonksiyonlarda da 

görevlidir (Von Wolff vd 2002).  IL-1β ve IL-6, blastosist yapışması ve endometriyuma 

invazyon sırasında, anne embriyo etkileşimi ile ilgili proenflamatuar sitokinlerdir (Biba 

vd 2015).  IL-6, spesifik bir IL-6 reseptörü ve gp130'dan oluşan bir reseptör 

kompleksine bağlanarak etkinlik gösterir.  IL-6, menstrual kanama ile ilişkili bir sitokin 

olan TNF-α ile sıkı bir şekilde düzenlenir (Von Wolff vd 2002). Steroid hormonlar, 

özellikle östrojen, IL-6 ekspresyonunu indüklemektedir (Salamonsen vd 2000). 

 

Fare uterusunda epitel hücreleri, stromal fibroblastlar, desidual fibroblastlar, 

endotel hücreleri (Jasper vd 2007) ve makrofajlar tarafından, özellikle preimplantasyon 

döneminde sentezlenen IL-6; IL-6 reseptörleri, lökositler, endotel hücreleri, 

endometriyum ve trofoblast üzerinde bulunmaktadır (Salamonsen vd 2000, Van Mourik 

vd 2009). IL-6, lüminal epitel tarafından döngüsel bir şekilde üretilir; implantasyon ve 

menstrüasyon sırasında en yüksek seviyeye ulaşır (Van Mourik vd 2009).  

 

Proliferatif evrede düşük seviyelerde ve sekresyon evresinde ise luminal 

epitelde ve endometrial bezlerde artan konsantrasyonlarda eksprese edilmektedir (von 

Wolff vd 2002, Salamonsen vd 2000). Geç sekresyon evresinde, IL-6 seviyeleri tekrar 

düşer (ancak bu düşüş, proliferatif evredeki kadar düşük seviyelere inmez). IL-6 

ekspresyonu, IL-1 dahil olmak üzere birçok faktörün kontrolü altındadır (Salamonsen 

vd 2000).   

 

Sekresyon evresinde IL-6'nın yukarı regülasyonu, IL-6'nın implantasyon 

sürecine dahil olduğuna dair varsayımlara yol açmıştır. Erken dönem düşüklerden 

muzdarip hastalarda, orta sekresyon evresinde baskılanmış endometrial IL-6 
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ekspresyonunu gösteren bulgulara rastlanmıştır (von Wolff vd 2002). IL-6 eksikliği olan 

farelerde, implantasyon bölgesinde %48’lik daralma (Salamonsen vd 2000, Chaouat vd 

2007), doğurganlık ve implantasyon oranlarında ise azalma görülmektedir (Biba vd 

2015). Tekrarlayan düşükleri olan kadınların, sekresyon evresi endometriyumunda IL-6 

ve IL-1 mRNA'larının ekspresyonunun azaldığı bildirilmiştir (Chaouat vd 2007).  

 

Son araştırmalar, düşük IL-6 mRNA üretiminin; doku yeniden modellenmesi, 

desidualizasyon ve plasenta/trofoblast gelişimindeki fonksiyonların azalması sonucu 

tekrarlayan düşüklerle ilişkili olabileceğini düşündürmektedir. Bununla birlikte, 

tekrarlayan düşükleri olan kadınlarda, serum seviyeleri yüksek IL-6 tespit edilmiştir. Bu 

durum IL-6 fazlalığının ve eksikliğinin başarısız implantasyon sonuçlarına yol 

açabileceği ihtimalini ortaya koymaktadır (Van Mourik vd 2009). 

 

2.8.3. İnterlökin 18  

 

İnterlökin-18, bağışıklık hücreleri ve bağışıklık sisteminde görev almayan diğer 

hücreler tarafından üretilmektedir (Tokmadzić vd 2002). Hücrede aktif olmayan bir öncü 

olarak üretilen IL-18, kaspazların etkisiyle aktif IL-18'e aktive edilmektedir (Van Mourik 

vd 2009).   

 

Olgun IL-18 proteini, Chlamydia trachomatis enfeksiyonu gibi durumlarda bazı 

insan epitel hücreleri tarafından da salgılanabilir. Klamidyal enfeksiyonu, IL-1 

dönüştürücü enzim aktivasyonu yoluyla, olgun IL-18'in salınmasına neden olmaktadır 

(Lu vd 2000). Hamilelik sırasında eksprese edilen IL-18 hakkında çok az veri 

bulunmaktadır. Maternal periferik kandaki IL-18 yüksekliği, normal gebeliğin yanı sıra 

bazı karmaşık gebeliklerde de görülebilmektedir (Tokmadzić vd 2002). İnsan adet 

döngüsü boyunca ve desidualizasyon sırasında, IL-18 sisteminin tüm bileşenlerinin 

üretimi büyük ölçüde artar. IL-18R, endometriyumun stromal hücreleri üzerinde 

eksprese edilir (Van Mourik vd 2009).  IL-18'ler, farelerde ve insanlarda, EBI3 (IL 27 alt 

birim) veya IL-18 BP (IL-18 bağlayıcı protein) tarafından düzenlenirler (Chaouat vd 

2007). IL-18’lerin over steroidlerinin etkisi altında, endometriyumda orta sekresyon 

evresinde sekresyonlarının azaldığı fakat istatistiksel olarak diğer fazlar ile aralarında 

fark olmadığı bildirilmiştir (Lé dée vd 2006). 

 

IL-18, anjiyopoietin 2 salgılamak için uNK (doğal katil) hücrelerini aktive eder. 

IL-18 yolunun aktivasyonunun gerekli olduğu ve implantasyon penceresi sırasında 

fonksiyonel spiral arterlerin fizyolojik olarak dengesinin bozulmasına yol açtığı 
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düşünülmektedir (Lé dée vd 2006). Steroidler, IL-18 ekspresyonunun kontrolü için 

önemli kabul edilirler. Son araştırmalar, östrojenin; IL-18 ve IL-18BP üretimini 

engellediğini göstermektedir. IL-18, IL-18R yoluyla proenflamatuar sinyallemeyi 

arttırmak için IL-1 üretimini de indüklemektedir. IL-18 fazlalığı veya IL-18 eksikliği, 

implantasyon sonucunu olumsuz etkilemektedir (Van Mourik vd 2009). 

 

2.8.4. VEGF  

 

Vasküler endotel büyüme faktörü, endotel hücreleri için güçlü bir mitojen ve 

güçlü bir anjiyogenez indükleyicisidir (Chakraborty 1995).  Kromozom 6 (6p12) 

üzerinde bulunan VEGF, homodimerik bir glikoproteindir (Hoozemans vd 2004, Zhang 

vd 2001).  Vasküler büyümenin ve vasküler yeniden yapılanmanın ana modülatörü olan 

VEGF, endometriyumdaki vasküler geçirgenliği arttırmaktadır. Uterus, travma veya 

malignite gibi patolojik durumlar olmaksızın vücutta döngüsel olarak anjiyogenezin 

görüldüğü tek organdır (Hoozemans vd 2004, Zhang vd 2001).  

 

Altı alt tip [VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGFE ve plasental büyüme 

faktörü (PlGF)] ve üç reseptör alt tipi (VEGF-R1, VEGF-R2, VEGF-R3) tespit edilmiştir. 

Bunlar beş protein ek varyantına sahip olan VEGF-A endometriyumda baskındırlar 

(Hoozemans vd 2004, Sharkey vd 2000).  VEGF, iki tirozin kinaz ailesi reseptörü c-fms 

benzeri tirozin kinaz ve fetal karaciğer kinaz-1 yolakları ile endotel hücre bölünmesini, 

proliferasyonunu, hücre göçünü, hücre geçirgenliğini ve hücrelerin dokulara istilasını 

düzenler (Chakraborty 1995, Das vd 1997). Preimplantasyon döneminde blastosistin 

senkronize gelişimi ve uterusun alıcı duruma farklılaşması, implantasyon süreci için 

kritik öneme sahiptir. İmplantasyon penceresinde; vasküler geçirgenlik ve 

anjiyogenezde birçok moleküler mekanizmalar bulunmaktadır (Chakraborty vd 1995). 

 

VEGF ekspresyonu, endometriyumda sekresyon evresinin implantasyon 

penceresi döneminde maksimumdur. VEGF-R2 ekspresyonu; geç proliferatif evrede 

maksimum seviyeye ulaşırken, VEGF-R1; orta sekresyon evresinde artış 

göstermektedir (Hoozemans vd 2004).  Blastosist apopozisyon bölgesinde artan, uterin 

vasküler geçirgenlik, kemirgenlerde implantasyon işleminin başladığının dikkat çeken 

ilk işaretidir. Bu yüksek lokalize vasküler geçirgenlik, lüminal epitel ve trofoektoderm 

arasındaki ilk bağlanma reaksiyonuyla aynı anda meydana gelmektedir ve 

implantasyon işlemi için en erken ön koşullardan biri olarak kabul edilmektedir. Artan 

vasküler geçirgenlik ve bağlanma reaksiyonları farelerde ilk olarak gebeliğin 4. 
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gününün sonlarına doğru gerçekleşmektedir. Stromal yapının ekstrasellüler matriksi 

yeniden biçimlendirilirken, bu prosedüre anjiyogenez eşlik eder (Chakraborty 1995). 

 

 VEGF ve VEGF reseptörlerinin mRNA'sının fare embriyosunun 

trofoblastlarındaki varlığı, VEGF'nin trofoblastların farklılaşması ve istilasında önemli bir 

role sahip olduğunu düşündürmektedir (Zhang vd 2001). VEGF ve karşılık gelen 

reseptörlerinin, blastosistlerin bağlandığı yerde uterus vasküler geçirgenliğinin 

arttırılmasında ve sonrasında gerçekleşen endometriyumun desidualizasyonunda çok 

önemli rol oynadığını göstermiştir (Das vd 1997). Hem VEGF hem de fonksiyonel 

reseptörü, özellikle invaziv birinci trimester ekstravillöz sitotrofoblast ile trofoblast 

tarafından eksprese edilmektedir. Bu durum VEGF'nin, trofoblastın otokrin bir şekilde 

proliferasyon, göç/istila ve metabolik aktivitesini düzenlemeye katıldığını gösterir 

(Hoozemans vd 2004). Embriyonun endometriyuma implantasyonu ve ardından 

endometriyum içine gömülmesi, endometriyumda anjiyogenez olmadan mümkün 

değildir. Anjiyogenez olmadan plasenta oluşumu da gerçekleşmez. Bu durum önemli 

bir anjiyogenez faktörü olan VEGF’in implantasyon sürecinde önemli bir rol oynadıını 

göstermektedir.  VEGF nakavt fareler, gebe kalabilmelerine rağmen, canlı yavru 

doğumu gerçekleştiremezler (Hoozemans vd 2004). 

 

Gonadotropin stimülasyonunun farelerde VEGF konsantrasyonlarını ve 

implantasyon oranlarını düşürüyor olması ve insanlarda rekombinant FSH tedavisinin 

serum VEGF konsantrasyonlarını azaltıyor olması, klinisyenler için önemli olan bir 

gözlemdir. İmplantasyondaki anjiyogenez sürecini daha fazla aydınlatmak ve VEGF'nin 

anjiyogenez için bir belirteç olarak tanı olanaklarını daha da geliştirmek için daha fazla 

araştırmaya ihtiyaç vardır (Hoozemans vd 2004). 

 

 

2.9. Kök Hücre 

 

Endometriyum, memelilerin üreme dönemlerinde dramatik büyüme, bozulma ve 

rejenerasyon geçirmektedir. Kök hücreler üreme dönemindeki değişikliklere dahil 

edilmişlerdir. Ancak kökenleri, doğaları, anatomik lokalizasyonları ve 

karakterizasyonları tam olarak aydınlatılamamıştır (Gunjal vd 2015). Kök hücreler, 

insan vücudunun farklılaşmamış hücreleridir (Zakrzewski, 2019). Bir organizmanın 

herhangi bir hücresine farklılaşabilen, çoğalabilen kök hücreler, kendini yenileme 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zakrzewski%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30808416
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yeteneğine sahiptirler (Girlovanu vd 2015). Kök hücreler hem embriyolarda hem de 

yetişkin hücrelerde bulunmaktadırlar (Biehl ve Russell 2009).  

 

Kök hücrelerin üç ortak özelliği vardır;   

a) Kendini Yenileme (Self-Renewal): Erken embriyonik dönemde, yüksek düzeyde 

hücre kendini yeniler. Bölünebilme kabiliyetleri, bir sonraki jenerasyona aktarılabilir. 

Farklılaşmanın ilerleyen dönemlerinde kendini yenileme kabiliyetleri azalır.  

b) Özelleşmemiş Hücreler: Herhangi bir doku hücresine ait karakteristik özelliklere 

sahip değillerdir.  

c) Farklılaşabilme (Plastisite): Kök hücreler farklılaşarak kas, kan, kalp, sinir ve 

kıkırdak gibi çok fazla özelleşmiş hücreyi oluşturabilirler.  

 

İnsan endometriyumunda epitel progenitör hücre ve mezenkimal kök hücre 

popülasyonu tanımlanmıştır (Xiao vd 2017). Yetişkinlerde bulunan mezenkimal kök 

hücreler; stromal kökenli olup, organizmadaki hemen hemen her dokudan izole 

edilebilirler (Chagastelles ve Nardi 2011). Salgıladıkları sitokinler ve kemokinler; immün 

sistemin regülasyonunda, hücrelerin çeşitli bölgelere yöneliminde ve hücrelerin 

farklılaşmasında önemli işlevlere sahiptir (Avcılar vd 2018). Mezenkimal kök hücreler, 

spesifik hücre yüzey belirteçleri olarak CD105, CD73 ve CD90’ ı sergilerler (Girlovanu 

vd 2015).  

 

CD105, TGF-için yardımcı bir reseptör görevi gören tip 1 transmembran 

glikoproteindir. CD105, vaskülojenez ve anjiyogenez mekanizmalarında görev alır. 

Embriyo implantasyonu için uterus alıcılığındaki işlevsel rolü hala belirsizdir. 

İmplantasyon penceresinde uterus, lümen ve bezlerin epitel hücrelerinde çoğalan 

endotel hücrelerinde, plasentanın sinstiotrofoblastında ve stromal hücrelerde eksprese 

edilir. İmplantasyon boyunca endometriyumda gözlemlenen CD105 ekspresyonunun, 

implantasyon aşaması sırasında arttığı gözlemlenmiştir. Lümen ve bezlerin epitel 

hücrelerinde baskın olan CD105 ekspresyonu, stromal hücrelerde daha hafif bir 

ekspresyon göstermektedir (Chadchan vd 2016). 

 

Kök hücrelerin, menstruasyon ve doğumdan sonra endometriyumun fonksiyonel 

tabakasının, rejenerasyonundan sorumlu oldukları düşünülmektedir. Endometrial doku 

örneklemelerinde, endometrial hastalıklarda, mezenkimal kök/progenitör hücreler 

üzerinde yapılan çok fazla araştırmaya rastlanmamıştır. İlgili çalışmalar temel olarak 

kök hücreler ve ilgili genlere odaklanmaktadır. Endometrial hastalıklarda üç 

transkripsiyon faktörü; cinsiyet belirleyici bölge Y-kutusu 2 (SOX2), Nanog homeobox 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=GIRLOVANU%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26609255
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(NANOG) ve oktamer bağlayıcı protein 4 (OCT3/4), düzenleyici ağı iş birliği içinde 

sürdürür ve kök hücrelerin pluripotensitesini ve kendi kendini yenilemesini sağlamada 

önemli bir rol oynar (Xiao vd 2017). Bu üç transkripsiyon faktörünün; östrojen 

döngüsünün tüm fazlarında, endometriyum bezleri, endometrial stroma, 

endometriyumun bazal ve fonksiyonel katmanlarının perivasküler bölgelerinde ve 

miyometriyumda sıklıkla görüldükleri bildirilmiştir (Choobineh vd 2016). 

 

SSEA-1; hücre yüzeyi glikanı, Lewis X karbonhidrat olarak tanımlanan bir 

antijenik epitoptur ve preimplantasyon fare embriyoları, teratokarsinom kök hücreleri ve 

fare embriyonik kök hücrelerinde eksprese edilir. İnsan endometriyumunda SSEA-1'e 

karşı immüno reaktivitesi epitel ve sadece bazı lökositlere özgüdür (Tempest vd 2018). 

Sağlıklı ve hasta bireylerde, mevcut endometrial biyoloji bilgimizi genişletmek için 

kök/progenitör hücre aktivitesi ve bazalis epitelyumu iyi tanımlamak gerekir. 

Fonksiyonel endometrial bezler, menstrüasyondan sonra bazalis bezlerinden 

yenilenirler. SSEA-1, ağırlıklı olarak epitelyal kök/progenitör hücrelerin öngörülen yeri 

olan bazal bez epitel hücrelerinde eksprese edilir. SSEA-1 ekspresyonu; premenopozal 

endometriyumda adet döngüsünün erken proliferatif aşamasında yüzeysel bezlerde az 

olup, bazal kısımdaki bez epitelinde yoğundur. Sekresyon döneminde fonksiyonel 

bezlerde, SSEA-1 ekspresyonu düşük iken, bazalis bölgesinde SSEA-1 

immünoreaktivitesi mevcuttur. Ekspresyon paterninin, bazalisten fonksiyonalise 

değişmesi, SSEA-1’in hücresel hiyerarşiyle ilişkili olduğunu düşündürmektedir. SSEA-

1'in endometriyumdaki işlevi, tam olarak bilinmemekle beraber bu işlev; hücre 

yapışması, yer değiştirmesi ve farklılaşma kapasitesi ile ilişkili olabilir. SSEA-1'in 

bazalis epitelinde gerçekleşen belirgin ekspresyonu göz önüne alındığında, hücrelerin 

endometrial spesifik epitelyal kök/progenitör hücre nişinin bir bileşeni oldukları 

düşünülebilir (Valentijn vd 2013). 

 

 

2.10. Hipotez  

 

Çalışmanın hipotezi;  

İmplantasyonda önemli bir molekül olan miRNA-200c’nin, embriyo 

implantasyonunu olumsuz bir şekilde etkilediği, miRNA-200c’nin hem histolojik 

bozukluklara hem de embriyo sayılarında azalmaya neden olacağıdır. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEMLER  

 

 

3.1. Hayvanlar ve Bakım Şartları  

  

Çalışma için Pamukkale Üniversitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulundan 

17.01.2018 tarihinde PAUHADYEK 2018/01 numarasıyla onay alındı. Çalışma için 

gerekli hayvanlar Pamukkale Üniversitesi Deneysel Cerrahi Uygulama Merkezi’nden 

temin edildi. Çalışmamızda Wistar Albino türü, sağlıklı 30 adet dişi sıçan kullanıldı. 

Tüm denekler için önerilen optimum çevresel koşullar aynı merkez tarafından 

sağlanmış ve sıçanlar, ışıklandırması (12 saat aydınlık/karanlık siklusunda, 07:00-

19:00 saatleri arası aydınlık), havalandırılması (%60-70 nem) ve oda ısısı (20-24 0C) 

kontrol edilen bir odaya yerleştirildi. Ortalama ağırlıkları 150-160 gr. ağırlığındaki 8 

haftalık sıçanlar rastgele seçilerek gruplar oluşturuldu. 

 

 

3.2. Deneysel Uygulama  

 

3.2.1. Deneyin gruplarının oluşturulması  

  

 Çalışma kapsamında 30 adet dişi sıçan kullanıldı. Sıçanların 6 tanesi Grup1 

olarak belirlendi.  Grup 1 östrus evresindeki sıçanlardan oluşmaktaydı. Östrus evresi 

vajinal smear yöntemi ile alınan vajinal sıvı içerindeki hücresel morfolojilere bakılarak 

tespit edildi. Menstrual döngünün östrus evresinde uterus dokuları servikal dislokasyon 

yapılarak alındı. Yirmidört tanesinde gebelik oluşturuldu.  4 dişi sıçan ve 1 erkek sıçan, 

kafeste 1 gece beraber tutuldu. 1 gün sonra smear alındı ve sperm görüldüğünde, 

gebeliğin 0. günü olarak kabul edildi. Gebelik oluşturulan sıçanların 12 tanesi ayrıldı. 

Gebeliğinin 4. günü (n=12) sağ uterus boynuzuna anestezi altında 500 µl fizyolojik salin 

içinde 5 µl miRNA-200c mimiği (Dharmacon-lot-180814) ve sol uterus boynuzuna 500 

µl fizyolojik salin enjekte edildi (Zhang vd 2001, Zheng vd 2017). Bunlardan 6 tanesinin 

uterusları gebeliğin 8. gününde alındı ve bu denekler Grup 2 olarak adlandırıldı 
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(Charkraborty vd 1995, Cai vd 2000), geri kalan 6 tanesininde uterusları gebeliğin 13. 

gününde alındı ve grup 3 olarak adlandırıldı. Gebe grubu sıçanların on iki tanesine 

herhangi bir uygulama yapılmadı. Uterus dokuları, altı tanesinin gebeliğin 8. gününde 

(Grup 4), altı tanesininde 13. gününde (Grup 5) servikal dislokasyon yapılarak alındı ve 

embriyoları sayıldı. Alınan uterus dokuları tespit için %10’luk formaldehit solüsyonuna 

alındı.  Dokular 72 saat tespit edildikten sonra rutin ışık mikroskopi takibine tabi tutuldu. 

Parafin bloklar oluşturuldu ve Leica RM-2125 rotary mikrotom kullanılarak 5 μ 

kalınlığında kesitler alındı. Kesitlere, α5β3 integrin, LIF, IL-6, IL-18, VEGF, CD105, 

Oct3/4, SSEA-1, NANOG ekspresyonlarını belirlemek amacıyla immunohistokimyasal 

boyama işlemi uygulandı. Olympus BX51 marka ışık mikroskobu ile Olympus DP72 

dijital kamera kulanılarak kesitler resimlendi. 

 

Deney grupları aşağıda özetlenmiştir. 

Grup 1: Östrus evresinde alınanlar 

Grup 2: Gebelik oluşturulan ve gebeliğin dördüncü gününde miRNA-200c uygulanan 

ve uterus dokuları gebeliğin 8. gününde alınanlar 

Grup 3: Gebelik oluşturulan ve gebeliğin dördüncü gününde miRNA-200c uygulanan 

ve uterus dokuları gebeliğin 13. gününde alınanlar 

Grup 4: Gebelik oluşturulan ve uterus dokuları gebeliğin 8. gününde alınanlar 

Grup 5: Gebelik oluşturulan ve uterus dokuları gebeliğin 13. gününde alınanlar 

 

 

 

Şekil 3.1. Sıçan uterus boynuzuna miRNA-200c uygulanması 
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3.2.2. Embriyoların sayılması 

  

MikroRNA-200c uygulamasının embriyo implantasyonuna etkisini görebilmek 

için deney sürecini bitirip dekapite edilen sıçanların uterus dokuları çıkartıldı. Sağ ve 

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

 

 

3.3. Doku Takibi Prosedürü 

 

1. Alınan dokular 3 gün formaldehitte bekletildi.  

2. Akarsuda 30 dakika yıkandı.  

3. %50 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.  

4. %70 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.  

5. %80 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.  

6. %90 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.  

7. %100 Etil Alkol'de 1 saat bekletildi.  

8. Ksilen I de 1 saat bekletildi.  

9. Ksilen II de 1 saat bekletildi.  

10. Parafin I de 1 saat bekletildi.  

11. Parafin IIde 1 saat bekletildi.  

12. Dokulara parafine gömme ve etiketleme işlemi yapıldı.  

 

 

3.4. Hematoksilen Eozin Boyama Prosedürü 

 

Doku takip yöntemi tamamlandıktan sonra mikrotom cihazıyla 5 μ’ luk kesitler 

alındı.   Ardından uygulanan protokol sırası aşağıdaki gibidir: 

 

1. Etüvde 60 0C’de 2 saat bekletildi.  

2. Ksilende yarım saat bekletildi. 

3. Ksilende yarım saat bekletildi. 

4. %100’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi.  

5. %90’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

6. %80’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

7. %70’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

8. %70’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

9. %50’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi.  
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10. Hematoksilen 4 dk  

11. Asit alkol  

12. Çeşme suyu ile yıkama 

13. Amonyak  

14. Çeşme suyu ile yıkama 

15. Eozin 10 sn  

16. Çeşme suyu ile yıkama  

17. %50’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

18. %70’lik etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

19. %80’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

20. %90’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

21. %100’lık etil alkolde 3 dk. bekletildi. 

22. Ksilende yarım saat bekletildi. 

23. Ksilende yarım saat bekletildi. 

24. Entellan ile kapatma.  

 

 

3.5. İmmünohistokimya Protokolü:  

 

Reaktifler için Life Technologies, USA Lot:1954379A Histostain-Plus kit kit 
kullanılmıştır. 
 

1. Doku takip yöntemi tamamlandıktan sonra mikrotom cihazıyla 5 μ’ luk kesitler  

alındı.  Ardından uygulanan protokol sırası aşağıdaki gibidir: 

2. Etüvde 60 0C’de 2 saat bekletildi.  

3. Deparafinizasyon işlemi için 1 saat Ksilende bekletildi.  

4. Ksilenden çıkarılıp havada kurutuldu. 

5. Kesitler sırasıyla %100, %96, %80, %70, %50’lik etil alkol serilerinde 2’ şer  

dakika bekletildi.  

6. Alkolden çıkan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika süreyle yıkandı.  

7. Antijen retrieval işlemi için sodyum sitrat buffer ile (10 nM sodyum sitrat, 0.05  

mlt Tween 20, pH 6,0) mikrodalga içerisinde 5 dk kaynatıldı.  

8. Dokular 10 dakika fosfat buffer salin (PBS)’da bırakıldı.  

9. Dokulardaki endojen peroksidaz aktivitesi, %30’ luk H2O2: Metanol (1: 9)  

karışımı ile 10 dakikalık uygulamayla ortadan kaldırıldı.  

10. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarlı PBS’de bırakıldı. Pappen ile doku sınırlandırıldı.   

11. İmmun bloklama: sekonder kitin içindeki A solüsyonu immun blok solüsyonudur.  
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Sınırlandırılmış doku üzerine damlatılır ve 10 dk inkübe edildi. 

12. Dokular üzerine uygun 1/ 150 oranda dilüe edilmiş primer antikorlar ilave  

edilerek 1 gece bekletildi.  

13. Kullanılan Antikorlar: LIF Bios Lot: 9G23N13, CD15 FUT4/SSEA-1 Bios Lot:  

7G19M10, CD105 Bios Lot: 8G22M18, αvβ3 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 inkübasyon: sekonder kitteki B solüsyonu sekonder  

antikordur. Pappen ile sınırlandırılmış doku üzerine damlatılıp 10 dk inkübe 

edildi.  

15. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarlı distile su da bırakıldı. 

16. Enzim ile inkübasyon: sekonder kit içindeki C solüsyonu sekonder antikora  

bağlanan enzim içerir. Dokular üzerine damlatıldı ve 10 dk inkübe edildi.  

17. Dokular 5 dakika 3 kez tekrarlı PBS’de bırakıldı. 

18. Kromojen boyaması için dokuların üzerine DAP kromojen damlatıldı ve 25 dk  

inkübe edildi. 

19.  Dokular 5 dakika 3 kez tekrarlı distile su da bırakıldı. 

20. Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gözlenmesi için kesitlere hematoksilen  

(Merk Harris’ hematoksilen) ile zıt boyama yapıldı.  

21. Kesitler akar suda yıkandı ve sırasıyla %50, %70, %80, %96, %100’ lük etil  

alkol serilerinde 2’ şer dakika bekletildi.  

22. Dokular ksilen I ve ksilen II’de 2 şer dakika bekletildi.  

23. Dokuların üzeri kuruması beklenilmeden entellan ile kapatıldı.  

 

 

3.6. İstatistiksel Analiz  

 

Uterusa implante olmuş (uterus boynuzuna miRNA 200c mimiği, fizyolojik salin 

uygulanmış ve herhangi bir uygulama yapılmamış) gebeliğin 8. ve 13. günlerinde elde 

edilen farklı gruplara ait embriyo sayıları arasındaki farklılıkların anlamlı olup 

olmadığına dair karşılaştırmaların yapılabilmesi için Mann Whitney U testi kullanılmıştır. 

İstatistiksel işlemler, IBM-SPSS-Statistic Version 21 programı ile gerçekleştirilmiştir.  

 

Yapılan çalışmada elde edilen veriler analiz edilerek, deney ve kontrol 

gruplarına ait istatistiki değerleri gösteren tablolar oluşturulmuş, gruplar arası farklılıklar 

0,05 anlamlılık düzeyinde, elde edilen p değerleri doğrultusunda test edilmişlerdir. 

Buna göre, p>0,05 ise, gruplar arası farklılığın önemli olmadığı kabul edilmiş, p≤0,05 
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ise gruplar arası farklılığın önemli olduğu kabul edilmiştir. Bulgular arasında farklılığın 

mevcut olduğu durumlarda, gruplar arası farklılığın yönünün tespit edilmesinde, sıra 

ortalaması değerine bakılmış, fark sıra ortalaması değeri büyük olan grubun lehine 

yorumlanmıştır.  
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4. BULGULAR 

 

 

4.1. Uterusa İmplante Embriyolar 

 

 

Şekil 4.1 Sağ uterus boynuzuna miRNA-200c mimiği, sol uterus boynuzuna fizyolojik salin 
uygulanmış bir sıçanın, 8 günlük embriyolarının görünümü. Sağ uterus boynuzunda 4, sol 
uterus boynuzunda 9 embriyo gözlemlenmektedir. 
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Şekil 4.2 Gebe grubunda yer alan bir sıçanın, gebeliğinin 8. gününde görüntülenen embriyoları. 
Sağ uterus boynuzunda 3, sol uterus boynuzunda 5 adet embriyo gözlemlenmektedir.  

 

 

 

 

Şekil 4.3 Sağ uterus boynuzuna miRNA-200c mimiği, sol uterus boynuzuna fizyolojik salin 
uygulanmış bir sıçanın, 13 günlük embriyolarının görünümü. Sağ uterus boynuzunda 3, sol 
uterus boynuzunda 9 embriyo gözlemlenmektedir.  
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Şekil 4.4 Gebe grubunda yer alan bir sıçanın gebeliğinin 13. gününde görüntülenen embriyoları. 
Sağ uterus boynuzunda 5, sol uterus boynuzunda 5 embriyo görülmektedir. 

 

 

4.2. Embriyo Sayılarının İstatistiksel Olarak Karşılaştırılması 

 

Gebeliklerinin 8. ve 13. günlerinde sonlandırılan sıçanların uterus dokusuna 

implante olmuş embriyo sayıları tablo 4.1’de verilmiştir. Mimik uygulanmış gruplar 

gebeliğin 4. günü miRNA mimiği uygulanan (Grup2 ve 3), gebe grubu herhangi bir 

uygulama yapılmayan gruplar (Grup 4 ve 5). 
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Tablo 4-1 Gruplara göre embriyo sayıları 

Gruplara Göre Embriyo Sayıları 

Grup2 

8. gün 

Grup4 

8. gün 

 

Grup3 

13. gün 

Grup5 

13. gün 

Sağ  

UB 

Sol  

UB. 

Sağ 

UB. 

Sol 

UB. 

Sağ  

UB. 

Sol  

UB. 

Sağ  

UB. 

Sol  

UB. 

MiRNA 

200c 

mimiği 

(A) 

Fizyolojik 

Salin 

 

(B) 

- 

 

 

(C) 

- 

 

 

(D) 

miRNA 

200c 

mimiği 

(E) 

Fizyolojik 

Salin 

 

(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 

Deneysel çalışmada (1) miRNA-200c’nin embriyo implantasyonuna etkisinin varlığı, 

(2) Etkinin varlığının tespiti halinde, etkinin yönü (artış/azalış) ve (3) etkinin zaman 

içindeki değişimi araştırılacaktır.  

 

 

Şekil 4. 5. Deneysel tasarım 

 

Etki Varsa

miRNA-200c 
Embriyo 

İmplantasyonuna 
Etkisinin Yönü (2)

miRNA-200c 
Embriyo 

İmplantasyonuna 
Etkisinin Zaman 
İçindeki Değişimi 

(3)  

miRNA-200c’nin Embriyo İmplantasyonuna 
Etkisinin Varlığı Araştırılacak (1) 
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Tablo 4 -2 Deney planı  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SÜREÇ İNCELENECEK İŞLEM 

1.Aşama miRNA-200c mimiğinin 

gebe grubuna kıyasla 

embriyo sayılarına 

etkisinin tespit edilmesi 

Mimik uygulanan 

gruplarının sağ uterus 

boynuzlarındaki embriyo 

sayıları arasında, gebe 

grubuna kıyasla fark olup 

olmadığının, iki farklı 

grupla (8.ve 13.gün) 

ölçülmesi 

 

AC-EG 

2.Aşama Fizyolojik Salin’in gebe 

grubuna kıyasla embriyo 

sayılarına etkisinin tespit 

edilmesi 

Mimik uygulanan 

gruplarının sol uterus 

boynuzlarındaki embriyo 

sayıları arasında, gebe 

grubuna kıyasla fark olup 

olmadığının, iki farklı 

grupla (8.ve 13.gün) 

ölçülmesi 

BD-FH 

3.Aşama Sıçanların sağ ve sol 

uterus boynuzlarına 

tutunan embriyo sayıları 

arasında kendiliğinden 

mevcut doğal bir farkın 

var olup olmadığının 

tespit edilmesi 

4 farklı sıçan grubunun 

(8.gün mimikli/8.gün 

gebe/13.gün 

mimikli/13.gün gebe) 

kendi içinde uterus 

boynuzlarının sağ ve 

solundaki embriyo sayıları 

arasındaki farkın 

ölçülmesi 

 

AB-EF-CD-

GH 

4.Aşama Güne göre fizyolojik 

salin/miRNA-200c, gebe 

grubu embriyo sayıları 

arasındaki farkın var 

olup olmadığının tespit 

edilmesi   

Mimik uygulanan ve gebe 

gruplarının her birinin 

gebeliğin 8.ve 13. gününe 

göre kendi içinde aynı 

yönlü uterus 

boynuzlarındaki embriyo 

sayıları arasındaki farkın 

ölçülmesi  

AE-BF-CG-

DH 
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Tüm bu araştırmalar, deneyin farklı aşamalarında gerçekleştirilen farklı 

uygulamalar sonucunda ortaya çıkan embriyo sayılarının karşılaştırılmasına dayalıdır. 

Deneyin farklı aşamaları ve bu aşamalarda gerçekleştirilen sayım işlemleri, tablo. 4.2 

’de yer almaktadır.  

 

Embriyo sayımlarına dair sonuçlar ve karşılaştırmalar, gerçekleşen süreç içinde, 

bahsi geçen aşamaların detaylı olarak tanımlanmasıyla aktarılacaktır. Tanımlar 

esnasında, işlem takibatını kolaylaştırabilmek adına Tablo.4.1 de görülen sekiz farklı 

harf kodundan yararlanılmıştır (A-B-C-D-E-F-G-H).  

 

 1.Aşama: 

 Grup2’de yer alan gebe 6 sıçanın, sağ uterus boynuzuna, miRNA-200c, sol 

uterus boynuzuna ise sıçanların embriyolarına zarar vermediği bilinen, fizyolojik salin 

enjekte edilmiştir. Grup4 gebe sıçanlar üzerinde hiçbir işlem yapılmamış olan sağlıklı 6 

sıçandan oluşmaktadır.  

 

Deneyin 1.aşamasında miRNA-200c’nin embriyo sayılarına etkisi, gebe grubu 

aracılığıyla ölçülecektir. Bu doğrultuda, Grup2 sağ uterus boynuzuna miRNA-200c 

enjekte edilen sıçanların embriyo sayıları ile gebe grubu sağ uterus boynuzundaki 

embriyo sayıları arasındaki fark, iki farklı grupta (8.gün ve 13.gün) gözlemlenmiş (A-C) 

(E-G) ve aradaki farkın istatistiki açıdan önemli olup olmadığına yönelik işlemler 

gerçekleştirilmiştir.  

  

Grup2’de yer alan 8 günlük gebe sıçanların mimiklenmiş sağ uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayıları ve gebe grubu sıçanların sağ uterus boynuzlarındaki 

embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark bulunduğu gözlemlenmiştir 

(p≤0,05). Tablo 4.3.’de 8.gün Grup2’de yer alan gebe sıçanların mimiklenmiş sağ 

uterus boynuzlarındaki embriyo sayılarının (m= 4,08), 8.gün Grup4 gebe grubunda yer 

alan gebe sıçanların sağ uterus boynuzlarındaki embriyo sayılarından daha küçük 

olduğu görülmektedir (m=8,92, u= 3,5).  

 

Tablo 4-3 Embriyo sayılarının 8.gün sağ uterus boynuzlarının gebe ve mimikli 
grubu değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

A C n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup2  
Sağ Uterus Boynuzu 

6 24,5 4,08 3,5 -2,431 0,015 

8. Gün Grup 4 
Sağ Uterus Boynuzu 

6 53,5 8,92 
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Grup3’de yer alan 13 günlük gebe sıçanların mimiklenmiş sağ uterus boynuzlarındaki 

embriyo sayıları ve Grup5 gebe grubu sıçanların sağ uterus boynuzlarındaki embriyo 

sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde anlamlı bir fark bulunduğu gözlemlenmiştir 

(p≤0,05). Tablo 4.4.’de, Grup3’de yer alan gebe sıçanların mimiklenmiş sağ uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayılarının (m= 4,33), Grup5’ de yer alan gebe sıçanların sağ 

uterus boynuzlarındaki embriyo sayılarından küçük olduğu görülmektedir (m=8,67, u= 

5,0). 

 

Tablo 4-4 Embriyo sayılarının 13.gün sağ uterus boynuzlarının gebe ve mimikli 
grubu değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

E G n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

13. Gün Grup3  
Sağ Uterus Boynuzu 

6 26,0 4,33 5,0 -2,163 0,041 

13. Gün Grup 5  
Sağ Uterus Boynuzu 

6 52,0 8,67 

 

2.Aşama:  

2.aşamada, Grup2 sıçanların sol uterus boynuzuna verilen fizyolojik salinin 

embriyo sayılarına etkisi, Grup4 aracılığıyla ölçülecektir. Bu amaçla, Grup2’de yer alan 

ve sol uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen sıçanların embriyo sayıları ile 

Grup4 sol uterus boynuzunda yer alan embriyo sayıları arasındaki fark, iki farklı grupta 

(8.gün ve 13.gün) gözlemlenmiş ve (B-D) (F-H) aradaki farkın istatistiki açıdan önemli 

olup olmadığına yönelik işlemler gerçekleştirilmiştir.  

Grup2 sol uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen sıçanların embriyo 

sayıları ile Grup4 uterus boynuzundaki embriyo sayıları arasında ilişki gözlemlenmiştir 

(B-D) ve embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark bulunmadığı 

gözlemlenmiştir (p> 0,05) (Tablo.4.5). 

 

Tablo 4-5 Embriyo sayılarının 8.gün sol uterus boynuzlarının gebe ve fizyolojik 
salin uygulanan grup değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

B D n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup2 
Sol Uterus Boynuzu 

6 48 8,00 9 -1,523 0,180 

8. Gün Grup4  
Sol Uterus Boynuzu 

6 30 5,00 

 

Aynı işlem 13.gün için tekrarlanmıştır (F-H). Tablo.4.6 incelendiğinde, Grup3 sol 

uterus boynuzuna fizyolojik salin enjekte edilen sıçanların embriyo sayıları ile Grup5 sol 
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uterus boynuzundaki embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark 

bulunmadığı gözlemlenmiştir (p> 0,05). 

 

Tablo 4-6 Embriyo sayılarının 13.gün sol uterus boynuzlarının gebe ve fizyolojik 
salin uygulanan grup değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

F H n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

13. Gün Grup3  
Sol Uterus Boynuzu 

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

13. Gün Grup5  
Sol Uterus Boynuzu 

6 29,5 4,92 

 

3.Aşama: Deneyin bu aşamasında, embriyo sayıları arasındaki olası farkın, 

sıçanlara enjekte edilen mimikten değilde, sıçanların sağ ve sol uterus boynuzlarına 

dağılan embriyo sayılarının tüm sıçanlarda doğal olarak bir yöne ağırlıklı 

gerçekleşmesinden kaynaklanmış olabileceği ihtimali tespit edilmeye çalışılacaktır. Bu 

amaçla, 4 farklı sıçan grubunun (Grup2, Grup 3, Grup 4, Grup 5) kendi içinde uterus 

boynuzlarının sağ ve solundaki embriyo sayıları arasındaki farkın istatistiki açıdan 

önemli olup olmadığına yönelik işlemler gerçekleştirilmiştir (A-B) (C-D) (E-F) (G-H). 

  

Grup2 gebe sıçanların mimiklenmiş sağ ve fizyolojik salin verilmiş sol uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark bulunduğu 

gözlemlenmiştir (p≤0,05). Tablo 4.7.’de 8 günlük gebe sıçanların mimiklenmiş sağ 

uterus boynuzlarındaki embriyo sayılarının (m= 3,5), fizyolojik salin verilmiş sol uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayılarından daha küçük olduğu görülmektedir (m=9,5, u= 

,00). 

 
Tablo 4-7 Embriyo sayılarının Grup2 sağ ve sol uterus boynuzları değişkenine 
göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

A-B n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

Grup2 Sağ Uterus 
Boynuzu 

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

Grup2 Sol Uterus 
Boynuzu 

6 57 9,50 

  

Gebe grubunda yer alan ve üzerinde hiçbir işlem yapılmamış 8 günlük gebe 

sıçanların sağ ve sol uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık 

düzeyinde bir fark bulunmadığı gözlemlenmiştir (p> 0,05) (Tablo.4.8.) (C-D). 
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Tablo 4-8 Embriyo sayılarının grup4 sağ ve sol uterus boynuzu değişkenine göre 
Mann Whitney-U testi sonuçları 

C D N Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

Grup4 Sağ Uterus 
Boynuzu 

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

Grup4 Sol Uterus 
Boynuzu 

6 47,5 7,92 

 

Tablo.4.9. ayrıntılı bir şekilde incelendiğinde Grup3’de yer alan 13 günlük gebe 

sıçanların mimiklenmiş sağ ve fizyolojik salin verilmiş sol uterus boynuzlarındaki 

embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark bulunduğu gözlemlenmiştir 

(p≤0,05). Tablo 4.9.’de 13 günlük gebe sıçanların mimiklenmiş sağ uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayılarının (m=4,25), fizyolojik salin verilmiş sol uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayılarından daha küçük olduğu görülmektedir (m= 8,75 u= 

4,5) (E-F).  

 

Tablo 4-9 Embriyo sayılarının grup3 sağ ve sol uterus boynuzları değişkenine 
göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

E F n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

Grup 3 Sağ Uterus 
Boynuzu 

6 25 4,25 4,5 -2,189 0,026 

Grup 3 Sol Uterus 
Boynuzu 

6 52,50 8,75 

 
Gebe grubu 13 günlük gebe sıçanların sağ ve sol uterus boynuzlarındaki 

embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark bulunmadığı 

gözlemlenmiştir (p> 0,05) (Tablo.4.10.) (G-H). 

 

Tablo 4-10 Embriyo sayılarının grup5 sağ ve sol uterus boynuzu değişkenine 
göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

G H N Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

Grup 5 Sağ Uterus 
Boynuzu 

6 42 7,00 15 -0,504 0,699 

Grup 5 Sol Uterus 
Boynuzu 

6 36 6,00 

 

4.Aşama:  

Deneyin 4.aşamasında, mi-RNA200c’nin embriyo implantasyonuna olası 

etkisinin, zaman içindeki değişimini tespit edebilmek için, mimikli ve gebe gruplarının 

her birinin gebeliğin 8.ve 13. gününe göre kendi içinde aynı yönlü uterus 
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boynuzlarındaki embriyo sayıları arasında anlamlı bir fark bulunup bulunmadığı 

ölçümlenmiştir (A-E, C-G, B-F, D-H).  

Öncelikle, sağ uterus boynuzuna miRNA-200c enjekte edilen sıçanların, sağ 

uterus boynuzlarında 8.günde yer alan embriyo sayıları ile 13.günde yer alan embriyo 

sayıları arasındaki ilişki incelenmiş ve Tablo.4.11.’da görüldüğü gibi 0,05 anlamlılık 

düzeyinde bir fark bulunmadığı gözlemlenmiştir (p> 0,05). (A-E). 

 

Tablo 4-11 Embriyo sayılarının grup2 ve grup3 sağ uterus boynuzunun 8. ve 
13.gün değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

A-E  n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup2 
Sağ Uterus Boynuzu 

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

13. Gün Grup3 
Sağ Uterus Boynuzu 

6 41,5 6,92 

 

Gebe grubunda yer alan ve üzerinde hiçbir işlem yapılmayan sıçanların 

gebeliklerininin 8. ve 13.günde sağ uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları arasındaki 

ilişki incelenmiştir (C-G). Tablo.4.12.de görüldüğü üzere, gebe grubunda yer alan ve 

üzerinde hiçbir işlem yapılmayan sıçanların sağ uterus boynuzlarında 8.günde yer alan 

embriyo sayıları ile 13.günde yer alan embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık 

düzeyinde bir fark bulunmadığı gözlemlenmiştir (p> 0,05). 

 

Tablo 4-12 Embriyo sayılarının grup 4 ve grup 5 sağ uterus boynuzunun 8. ve 
13.gün değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

C-G  n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup4 
Sağ Uterus Boynuzu 

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

13. Gün Grup5 
Sağ Uterus Boynuzu 

6 41,5 6,92 

 

Tablo.4.13. ayrıntılı bir şekilde incelendiğinde 8 günlük gebe sıçanların fizyolojik 

salin verilmiş sol uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları ile 13 günlük gebe sıçanların 

fizyolojik salin verilmiş sol uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları arasında 0,05 

anlamlılık düzeyinde bir fark bulunmadığı görülmektedir (p>0,05). (B-F). 

Tablo 4-13 Embriyo sayılarının grup2 ve grup 3 sol uterus boynuzunun 8. ve 
13.gün değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

B-F  n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup2 
Sol Uterus Boynuzu 

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

13. Gün Grup3 
Sol Uterus Boynuzu 

6 41,5 6,92 
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Gebe grubunda yer alan ve hiçbir işlem yapılmamış 8 günlük gebe sıçanların 

sol uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları ile gebe grubu 13 günlük gebe sıçanların 

sol uterus boynuzlarındaki embriyo sayıları arasında 0,05 anlamlılık düzeyinde bir fark 

bulunmadığı Tablo.4.14.’de görülmektedir (p>0,05). (D-H). 

 

Tablo 4-14 Embriyo sayılarının gebe grubunun sol uterus boynuzunun 8. ve 
13.gün değişkenine göre Mann Whitney-U testi sonuçları 

D-H  n Sıra Toplamı Sıra Ortalaması U Z P 

8. Gün Grup4 
Sol Uterus Boynuzu 

6 43,5 7,25 13,5 -,746 0,485 

13. Gün Grup5 
Sol Uterus Boynuzu 

6 34,5 5,75 

 

 

4.3. Hematoksilen Eosin Boyama Sonuçları 

 

Grup 1 

Endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum katmanları belirgindi. 

Endometriyumda lümen epiteli prizmatik epitel olup lümeni çevrelemekte olduğu 

görüldü. Hem lümen epiteli hem de bez epiteli hücrelerinde vakuolleşme ve 

dejenerasyon izlendi. Stromada dejeneratif görünümlü hücrelerle birlikte nötrofillerde 

izlendi. 

 

 

Şekil 4. 6 Grup 1: Östrus siklusunda alınan uterus dokusu. Lümen epitel;(LE), Bez epiteli;(BE), 
Stroma;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). H&E. Bar__200µm. 
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Grup 2 

Östrus siklusu uterusuna benzer özellikler görüldü. Bununla birlikte lümeni 

çevreleyen prizmatik epitel hücreleri ile birlikte bulunan kısa boylu hücreler dikkati çekti. 

Grup 1’e benzer şekilde lümen ve bez epitel hücrelerinde vakuolizasyon ve 

dejenerasyon izlendi. 

 

 

 

Şekil 4.7 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük endometriyum dokusu. Lümen epitel;(LE), Bez 
epiteli;(BE), Stroma;(S). H&E. Bar__100µm. 

 

Grup3  

Endometriyum, miyometriyum ve perimetriyum katmanları belirgindi. Lümenin 

genişlediği ve grintili hal aldığı izlendi. Lümen ve bez epitelinde dejeneratif 

görünümlerin kaybolduğu belirlendi. 
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Şekil 4. 8 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusu. Lümen epitel;(LE), Bez 
epiteli;(BE), Stroma;(S), Miyometriyum tabakası;(M).  H&E. Bar__200µm. 

 

Grup 4  

Uterustan elde edilen kesitlerde lümen epiteli, uterus bezleri ve desidua 

hücreleri gözlendi. Lümen epitelinin mezotelyum bölgesinde içleri glikojen ve lipidle 

dolan desidual hücreler dikkati çekti. Blastosistin uterusa gömülmeye başladığı yerde 

lümen epitel hücrelerinin arasında oval ve büyük çekirdekleri ile embriyoblastlar 

belirlendi ve yassı hücreleri ile trofoblastlar ayırt edildi. 

 

 

 

Şekil 4. 9 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük endometriyum dokusu. Lümen epitel;(LE), 
Desidua;(D), Mezotelyum;(ME), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).  H&E; . Bar_500µm. 
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Grup 5 

Bağlantı zonu ve plasental labirent bölümü ayırt edildi. Labirent bölümünün 

maternal yüzüne bakan bölümünde spongiyotrofoblast ve dev trofoblast hücreleri 

belirgindi. Labirent bölümünde yer alan koryonik villuslarda fötal kapillerler stromal 

hücreler, trofoblast hücreler ve plasental makrofajlar (Haufbeur hücreleri) gözlendi. 

 

 

 

Şekil 4.10 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük embriyonun plasentasından alınmış kesit. 
Desidua bağlantı zonu;(DZ), Spongiyotrofoblast;(ST), Labirent zone;(L). H&E. Bar __500µm. 
 
 

 

Şekil 4. 11 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük embriyonun plasentasından alınmış kesit. 
Desidua bağlantı zonu;(DZ), Spongiyotrofoblast;(ST), Dev trofoblastlar;(DT), Labirent zone;(L). 
H&E. Bar __200µm.  
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4.4. İmmunohistokimyasal Bulgular 

 

1.  α5β3 
 
 

Grup 1 
 
Lümen epiteli ve bez epitelinde orta derecede α5β3 reaksiyonu izlenirken, stromal 

hücrelerde ve miyometriyum da boyanma gözlenmedi. 

 

 

Şekil 4. 12 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta α5β3 ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 µm. 

 
 

Grup 2 

 

Lümen epiteli apikal membranlarında ve apikal sitoplazmalarında zayıf 

reaksiyon izlenirken, bezlerde kuvvetli sitoplazmik boyanma izlendi. Stromal hücrelerde 

reaksiyon negatif görüldü.  
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Şekil 4. 13 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda α5β3 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen.  Bar: — 200 µm 

 
 

Grup 3 
 

Lümen epitel hücrelerinin apikal membranında ve sitoplazmalarında zayıf, 

bezlerde ise kuvvetli boyanma gözlendi. Lümene yakın stromal hücrelerde ekspresyon 

negatif olarak görüldü. 

 

 

 
 

Şekil 4.14 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda α5β3 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M). İmmunoperoksidaz &hematoksilen.  Bar: — 200 µm 
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Grup 4 
 
 

Lümen epiteli ve desidual hücrelerde ekspresyon negatif izlenirken, uterus 

bezlerinde ekspresyon pozitif olarak izlendi. 

 

 
 
Şekil 4.15 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda α5β3 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Desidua hücreleri;(D), Bez 
epiteli;(BE), İmmunoperoksidaz &hematoksilen.  Bar: — 50 µm 

 
 

Grup 5 
 
Trofoblast hücreleri kan damarları ve dev trofoblast hücreleri negatif olarak 

görüldü. 
 

 
Şekil 4.16 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda α5β3 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka;(D). Dev trofoblast hücreler;(DT), Villöz yapılar;(V). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm. 
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2. LIF  

 

Grup1  
 

Lümen epitelinin apikal membranında ve çekirdeklerde kuvvetli boyanma 

izlenirken sitoplazmada boyanmanın negatif olduğu görüldü. Bezlerde yoğun 

sitoplazmik ve nükleer boyanma izlenirken stromal hücrelerde de çekirdek boyanması 

dikkat çekiciydi.   

 

 
 
Şekil 4.17 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta LIF ekspresyonunun yerleşimi ve dağılım. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum ;(M), Perimetriyum (P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —500 µm. 

 
 

Grup2 
 

Lümen, bez epiteli ve stromal hücrelerde kuvvetli boyanma dikkati çekti. 

Boyanma sitoplazmik ve nükleer olarak gözlendi.   
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Şekil 4. 18 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda LIF Ekspresyonunun yerleşimi 

ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M). 

İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200  µm 

 
 

Grup 3 
 

Lümen epitelinde yer yer kuvvetli yer yer zayıf boyanma izlenirken bezlerde 

boyanma kuvvetli olarak gözlendi. Endometriyum stromal hücrelerinde özellikle de 

bazal yerleşimli stromal hücrelerde kuvvetli reaksiyon görülürken, miyometriyum 

tabakası negatif olarak görüldü. 

 

 
 
Şekil 4.19 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda LIF Ekspresyonunun yerleşimi 

ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), 

Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm. 
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Grup 4 
 

Lümen epiteli ve bez epitelinde negatif boyanma gözlendi. Endometrial desidual 
hücrelerde pozitif hücreler gözlendi. 
 
 

 
 

Şekil 4.20 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda LIF ekspresyonunun 

yerleşimi ve dağılımı. Desidua;(D), Bez epiteli;(BE), Lümen epiteli;(LE), İmmunoperoksidaz 

&hematoksilen Bar: — 50 µm 

 
Grup 5  

 
Dev trofoblast hücrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon izlenirken, villuslardaki fetal 

kapillerlerin negatif olduğu dikkati çekti.  

 

 

Şekil 4.21 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda LIF ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Dev trofoblast hücreler (DT). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 
100 µm. 
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3. IL 6 
 

Grup 1 

Lümen epitelinde ve bez epitelinde zayıf derece boyanma izlendi. Stromal 

hücrelerde ekpresyon pozitif olarak izlendi. Özellikle endometriyum bazal bölgesinde 

kuvvetli IL 6 eksprese eden stromal hücrelerin yoğun olduğu dikkati çekti. 

Miyometriyum tabakasının ise negatif boyanma gösterdiği belirlendi. 

 

 
 
Şekil 4.22 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta IL-6 ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 µm. 
 

Grup 2 

Lümen epitelinde pozitif ekpresyon izlendi. Lümen epiteli apikal membranı, 

sitoplazmaya nazaran daha kuvvetli olduğu görüldü. Bezlerde ve stromal hücrelerde 

ekspresyon negatif olarak izlendi. 

 

 

Şekil 4. 23 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun yerleşimi 
ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). İmmunoperoksidaz 
&hematoksilen Bar: — 50 µm 
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Grup 3  

Lümen epitelinin apikal membran ve sitoplazmasında zayıf derecede boyanma 

izlendi. Bezlerdeki kuvvetli boyanma görüldü. Stromal hücreler, miyometriyum ve 

perimetriyum tabakası negatif olarak tespit edildi. 

 

 

Şekil 4.24 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum 
;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz&hematoksilen Bar: — 500 µm 

 
 
Grup 4 

 
Endometrial bezlerde ve desidual hücrelerde kuvvetli nükleer boyanma izlendi.  

 

 
 

Şekil 4.25 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda IL-6 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Bez epiteli;(BE), Desidua hücreleri;(D). İmmunoperoksidaz &hematoksilen 
Bar: — 100 µm 
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Grup 5 

 
Trofoblast hücreleri, dev trofoblast hücreleri ve intervillöz kapillerler kuvvetli 

pozitif ekspresyon gösterirken, miyometriyum tabakası negatif ekspresyon gösterdi. 
 
 

 
 

Şekil 4. 26 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda IL-6 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka(D). Dev trofoblast hücreler;(DT), Miyometriyum;(M), Villöz 
yapılar;(V). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 µm 

 
4. IL-18 

 
Grup 1 

 
Epitel hücrelerinin apikal membranı orta derece boyanma gösterirken 

sitoplazma ve çekirdekte boyanma izlenmedi. Stromal hücrelerde ve miyometriyum 

tabakasında ekspresyon kuvvetli pozitif olarak görüldü. 

 

 
 
Şekil 4.27 Grup 1: Östrus evresindeki uterusuta IL-18 Ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 µm. 
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Grup 2 
 

Lümen epitelinde ve bezlerde pozitif boyanma izlendi. Stromal hücrelerde 

özellikle lümene yakın bölgelerde zayıf reaksiyon gösterdiği belirlendi. 

  

 
 
Şekil 4.28 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda IL-18 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm 

 
Grup 3 

 
Lümen epiteli, bez epiteli ve stromal hücreler zayıf reaksiyon gösterirken, 

miyometriyum tabakasında negatif reaksiyon gösterdi. 

 

 
 
Şekil 4. 29 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda IL-18 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm 
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Grup 4   
 

Lümen epitel hücreleri ve endometrial desidual hücreler negatif olarak 

izlenirken, uterus bezlerinde zayıf sitoplazmik ekspresyon dikkat çekiciydi. 

 

 
 

Şekil 4.30 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda IL-18 
Ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümen Epiteli;(LE), Trofoblast; (T), Bez epiteli;(BE), 
Desidua hücreleri;(D), İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 µm 

 
Grup 5 

 
Trofoblast hücreleri pozitif ekspresyon gösterirken, dev trofoblast hücreleri 

negatif ekspresyon gösterdi. 

 

 
 

Şekil 4.31 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda IL-18 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılım. Dev trofoblast hücreler;(DT).  Villöz yapılar;(V). İmmunoperoksidaz 
&hematoksilen Bar: — 100 µm. 
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5. VEGF  

 
Grup1  
 
Lümen ve bez epitelinde kuvvetli pozitif boyanma izlendi. Boyanma hem nükleer 

hem sitoplazmik olarak görüldü. Stromal hücrelerde kuvvetli pozitif reaksiyon gösteren 

hücreler tüm endometriyumda dağılmış şekildeydi.  Miyometriyum tabakasında yoğun 

nükleer boyanma gösteren hücreler izlendi. 

 

 
 
Şekil 4.32 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta VEGF ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 µm 

 
Grup2  

 
Lümen epitelinin apikal membranında orta derecede reaksiyon gösterirken 

hücrelerin çekirdeklerinde negatif, sitoplazmalarında zayıf boyanma görüldü. 

Endometriyumdaki tüm bezlerde boyanma orta derecede ve zayıf olarak izlendi. 

Stromal hücrelerde reaksiyon negatif olarak görüldü.  
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Şekil 4.33 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda VEGF ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 µm 

 
 

Grup 3  
 

Lümen epitelinde yer yer kuvvetli sitoplazmik ve nükleer boyanma izlendi. 

Bezlerde boyanma yoğun sitoplazmik ve nükleer olarak görüldü.  Stromal hücrelerde 

kuvvetli pozitif boyanma görüldü. 

 

 
 

 
Şekil 4.34 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda VEGF ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 µm. 
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Grup 4  
 

Lümen ve bez epitelinde boyanma kuvveti pozitif olarak görüldü. Desidual 

hücrelerde ise ekspresyon negatif olarak izlendi.  

  

 
 
Şekil 4.35 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda VEGF 
Ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümin epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Desidua 
hücreleri;(D). İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 µm 

 
 

Grup 5 
 

Trofoblast hücrelerinde sitoplazmik ekspresyon kuvvetli pozitif olarak görüldü. 

Dev trofoblast hücreleri negatif boyanırken, hücrelerin çevrelerinin çok yoğun 

boyanması dikkat çekici olarak görüldü.  
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Şekil 4.36 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda VEGF ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka;(D). Dev trofoblast hücreler;(DT). Villöz yapılar;(V). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm 

 
6. CD 105 

 
Grup 1 (Östrus Evresi)  

 
Lümen ve bez epitelinde pozitif reaksiyon izlendi. Stromal hücrelerin pozitif 

boyanma gösterdiği, özellikle pozitif boyanan hücrelerin bazal tabakada yoğunlaştığı 

dikkati çekti.   

 

 
 
Şekil 4. 37 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta CD105 ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). İmmunoperoksidaz &ematoksilen Bar: 
— 200µm. 
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Grup 2 
 

Lümen epitelinin zayıf reaksiyon gösterdiği, reaksiyonun apikal membranında 

orta dereceye çıktığı gözlendi. Bezlerde sitoplazmada ve nükleer bölge de kuvvetli 

boyanma dikkat çekiciydi. Fonksiyonel tabakadaki stromal hücrelerde de pozitif 

sitoplazmik boyanma gözlendi. 

 

 

Şekil 4. 38 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda CD105 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli; (LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz&hematoksilen. Bar: —200 µm. 

 
Grup 3 

 
Lümen epitel hücreleri sitoplazması zayıf pozitif, çekirdekler ise negatif 

ekspresyon gösterdi. Stromal hücrelerde de pozitif reaksiyon gösteren hücreler tespit 

edildi. 

 

Şekil 4.39 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda CD105 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz&hematoksilen. Bar: — 200 µm 
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Grup 4 

Lümen epiteli hücreleri negatif reaksiyon gösterirken, desidual hücrelerde 

kuvvetli boyanmanın olduğu dikkati çekti. Bezlerde ise çok zayıf boyanma olduğu 

gözlendi. 

 
 
Şekil 4. 40 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda CD105 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Desidua 
hücreleri;(D), İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 50 µm 

 

Grup 5  

Trofoblast hücrelerinde, dev trofoblast hücrelerde, fötal kapillerlerde ve desidual 

hücrelerde boyanma yoğun pozitif olarak gözlendi. 

 

 
 
Şekil 4.41 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda CD105 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka;(D), Dev trofoblast hücreler;(DT), Villöz yapılar;(V). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: — 200 µm 
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7. NANOG  
 

Grup1 
 

Lümen ve bez epitelinin apikal bölgesinde zayıf boyanma izlenirken sitoplazma 

ve çekirdekte boyanma gözlenmedi. Epitel tabakanın altındaki stromal hücrelerde 

boyanma negatifken bazal kısımda pozitif boyanan stromal hücrelerin varlığı dikkat 

çekiciydi. Miyometriyum ve perimetriyum tabakalarında negatif ekspresyon görüldü. 

Bununla birlikte kan damarlarında pozitif boyanma belirgindi.  

 
 

 
 
Şekil 4.42 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta NANOG ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 µm 
 

Grup 2 
 

Lümen epitelinin apikal memebranında zayıf pozitif boyanma izlenirken 

sitoplazma ve çekirdekte negatif ekspresyon görüldü. Bez epitelinde ekspresyon 

negatif olarak belirlendi. Genel olarak stromal hücrelerde zayıf sitoplazmik boyanma 

görüldü. Fonksiyonel tabaka stromal hücrelerde boyanma orta derecede, bazal 

tabakaya yakın bezler de boyanma çok zayıf olarak belirlendi. Miyometriyumda ve 

perimetriyum tabakasında çok az hücre de zayıf boyanma izlendi.  
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Şekil 4.43 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda NANOG ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 µm. 

 
Grup3   
 
Lümen epitelinin apikal membranı daha kuvvetli olmakla birlikte kuvvetli pozitif 

reaksiyon izlendi. Bezlerde boyanma orta derecede sitoplazmik ve nükleer olarak 

görüldü. Stromal hücrelerde kuvvetli nükleer boyanma izlendi. Özellikle bazalis 

tabakasında pozitif boyanan hücrelerin yoğun olduğu dikkati çekti. Miyometriyum 

tabakasında az da olsa çekirdek boyanması saptandı.  

 

 
 
Şekil 4.44 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda NANOG ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm 
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Grup 4 
 

Lümen epiteli ve desidula hücrelerde ekspresyon negatif olarak izlendi. Uterus 

bezleri zayıf pozitif reaksiyon gösterirken damarların kuvvetli pozitif boyanması dikkat 

çekiciydi. Miyometriyum tabakasında çok zayıf ekspresyon gözlendi.  

 

 
 
Şekil 4.45 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda NANOG 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Trofoblast;(T), Bez epiteli;(BE), Lümen epiteli;(LE), 
Desidua hücreleri;(D). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 50 µm 

 
Grup 5  

 
           Trofoblast hücrelerinde kuvvetli pozitif reaksiyon izlenirken dev trofoblast 
hücreleri negatif olarak izlendi.  
  

 

Şekil 4.46 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterus dokusunda NANOG 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Dev trofoblast hücreler;(DT).  Villöz yapılar;(V). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 µm 
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8. Oct3/4 
 

Grup1  
 

Lümen epiteli, bez epiteli ve stromal hücreler pozitif reaksiyon gösterdi.  

 

 
 
Şekil 4.47 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta Oct3/4 ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum (P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —200 µm. 

 
Grup 2  

 
Lümen epitelinde, stromal hücrelerde, miyometriyum ve perimetriyum 

tabakasında boyanma negatif gözlend. Bezlerde orta derecede sitoplazmik ve nükleer 

boyanma dikkat çekici olduğu görüldü. 

 
 
Şekil 4.48 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda Oct3/4 Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm. 



76 
  

Grup 3  
 

Lümen epiteli negatif ekspresyon gösterirken bezlerde zayıf ekspresyon dikkat 

çekti. Stromal hücreler, miyometriyum ve perimetriyum tabakalarıda Oct3/4 için negatif 

ekspresyon görüldü.  

 

 

Şekil 4.49 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda Oct3/4 ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), 
Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 µm. 

 
Grup 4  

Lümen epitelinde, trofoblast hücrelerde, desidual hücrelerde pozitif ekspresyon 

görüldü.   

 
 

Şekil 4. 50 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda. Oct3/4 

ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Desidua hücreleri;(D), 

İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: —, 500 µm 
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Grup 5 

 

Trofoblastlarda ve dev trofoblastlarda pozitif ekspresyon görüldü. Koryonik 

villuslarda sinsityotrofoblastlar negatifken, Hofbauer hücreleri pozitif olarak izlendi. 

 

 

 
Şekil 4.51 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterus dokusunda Oct3/4 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka;(D), Dev trofoblast hücreler;(DT), Villöz 
yapılar;(V). İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm. 

 

9. SSEA  
 

Grup 1 
 

Lümen epiteli hücrelerin de kuvvetli nükleer boyanma gösteren hücreler 

belirlendi. Bez epiteli hücrelerinde orta ve zayıf derecede nükleer boyanma görüldü. 

Stromal hücrelerde hem fonksiyonel hem bazal bölgelerdeki hücreler zayıf pozitif 

boyanma izlendi. Miyometriyum tabakasında boyanma negatif olarak görüldü.  
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Şekil 4. 52 Grup 1: Östrus evresindeki uterusta SSEA ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. 
Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S), Miyometriyum;(M), Perimetriyum;(P).  
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —100µm. 

 
 
  Grup2   
 
          Lümen epitelinde negatiften orta dereceye kadar değişen derecelerde boyanma 

gösteren hücreler görüldü. Bezler de kuvvet pozitif boyanma dikkat çekiciydi. Stromal 

hücreler hem fonksiyonal hem bazal tabaka da zayıf pozitif boyanma görüldü. 

Miyometriyum da zayıf pozitif boyanma gösteren hücreler olmakla birlikte genel olarak 

negatif boyanma görüldü. 

 

 
 
Şekil 4. 53 Grup 2: Mimik uygulanan 8 günlük uterus dokusunda SSEA Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen. Bar: —100 µm 

 



79 
  

Grup 3 
 
  Lümen epitelinde çok zayıf ekspresyon izlenirken, bez epitel hücrelerinin 

kuvvetli boyanması dikkat çekiciydi. Stromal hücrelerde boyanma negatif olarak 

görüldü. 

   

 
 
Şekil 4.54 Grup 3: Mimik uygulanan 13 günlük uterus dokusunda SSEA ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Bez epiteli;(BE), Stromal hücreler;(S). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 100 µm 

 
 
Grup 4 

 
 

Hem desidual hücrelerde hem de endometrial bezlerde kuvvetli pozitif 

ekspresyon izlendi. Lümen epitelinde sayısı az olmakla birlikte pozitif ekspresyon 

gösteren hücreler görüldü. Miyometriyum tabasında hem nükleer hem de sitoplazmik 

kuvvetli ekspresyon görüldü. 
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Şekil 4.55 Grup 4: Mimik uygulanmayan 8 günlük gebe uterus dokusunda SSEA 
ekspresyonunun yerleşimi ve dağılımı. Lümen epiteli;(LE), Miyometriyum;(M), Trofoblast;(T), 
Bez epiteli;(BE), Desidua hücreleri;(D). İmmunoperoksidaz &hematoksilen.  Bar: — 50 µm 

 
 

Grup 5  

 

Trofoblast hücrelerde, dev trofoblast hücrelerde, ekstravillöz trofoblast 

hücrelerde kuvvetli pozitif boyanma görüldü.  

 

 

 

Şekil 4.56 Grup 5: Mimik uygulanmayan 13 günlük gebe uterusunda SSEA Ekspresyonunun 
yerleşimi ve dağılımı. Desidua tabaka(D), Dev trofoblast hücreler;(DT), Villöz yapılar;(V). 
İmmunoperoksidaz &hematoksilen Bar: — 200 µm 
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5. TARTIŞMA 

 

 

Genel olarak, miRNA-200 ailesi üyelerinin ekspresyonu, endometriyum 

reseptivitesinde düşüktür. Fare endometrial stroma hücrelerinde miRNA-200a, miRNA-

200b ve miRNA-200c ekspresyonları, implantasyon sırasında azalırlar (Liu ve ark 

2016). Estella ve ark. (2012) yapmış oldukları çalışmada, insan endometrial stromal 

hücrelerinin desidualizasyonu boyunca miRNA ekspresyonunun profillerine bakmış ve 

miRNA ailesinin üç üyesinin (miRNA-181, miRNA-183 ve miRNA-200’ün) 

desidualizasyon sırasında aşağı regüle olduklarını bildirmişlerdir (Estella vd 2012). 

Zheng ve ark. (2017) ise sağlıklı kontrol, infertil, erken gebelik ve düşük yapmış olan 

kadın grupları üzerinde yapmış oldukları çalışmada, serumdaki miRNA-200 ailesi 

üyelerinden (miRNA-200a, miRNA-200b, miRNA-200c, miRNA-141 ve miRNA-429) 

miRNA-200c'nin infertilite için en duyarlı ve spesifik belirteç olduğunu öne sürmüşlerdir 

(Zheng vd 2017). 

 

Endometrial gelişim ve stromal hücre desidualizasyonu, östrojen ve progesteron 

tarafından düzenlenmektedir. Fare endometrial stromal hücrelerinde miRNA-200 

ekspresyonu; en fazla östrus evresinde artış gösterirken, metaöstrus ve diöstrus 

sırasında kademeli bir azalma göstermektedir. miRNA-200 knockdown farelerde 

desidualizasyon, olumsuz etkilenir ve desidual farklılaşmaya eşlik eden mezenkimal 

epitelyal geçiş benzeri değişikliklerin oluşmadığı görülür (Jimenez vd 2016).  

 

Endometrial proliferasyonun çok fazla olduğu implantasyon öncesi proliferasyon 

evresinde, miRNA-200c ekspresyonu yüksektir. İmplantasyon döneminde ise hem 

miRNA-200c ekspresyonunun ve hem de endometrial proliferasyonun azaldığı 

düşünülmektedir. Zheng ve ark. (2017) yapmış oldukları çalışmada, miRNA-200c 

ekspresyonunun yaban tip farelerin gebeliklerinin 4. Gününde, uterus 

endometriyumlarında azalmış olduğunu bildirmişlerdir. miRNA-200c mimiği enjeksiyonu 
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yapılan farelerde miRNA-200c ekspresyonunun arttığı ve enjeksiyonun, embriyo 

sayılarında azalmaya neden olduğu bildirilmiştir (Zheng vd 2017). Liu ve ark (2016) 

yapmış oldukları çalışmada, uterus boynuzlarına yapılan miRNA‐200a enjeksiyonunun, 

apoptozisi etkileyerek implantasyon hızını kısmen azalttığını ve implante olan embriyo 

sayısında azalmalara neden olduğunu bildirmişlerdir (Liu vd 2016). 

 

Çalışmamız da benzer şekilde, miRNA-200c mimiği uygulanan sıçanların sağ 

uterus boynuzlarındaki embriyo sayılarının, mimik uygulanmayan sol uterus 

boynuzlarındaki embriyo sayılarına göre istatistiki açıdan anlamlı olarak (p<0,05) 

azaldığını gösterdi.  Bazı deneklerin, mimik uygulanan uterus boynuzlarında implante 

olan hiçbir embriyoya rastlanmadı. Çalışmamız, miRNA-200c’nin embriyo 

implantasyonunu olumsuz bir şekilde etkilediğini gösterdi.  

 

Blastosistin uterusa implantasyonu, memeli üremesinde çok önemli bir adımdır. 

Bu implantasyon, blastosist ile alıcı uterus arasında karşılıklı bir etkileşim içermektedir. 

Steroid hormonları, adezyon molekülleri, büyüme faktörleri, sinyal molekülleri ve 

reseptörlerin, başarılı implantasyonu etkilediği bilinmektedir (Inyawilert vd 2014). 

İntegrinler; İmplantasyon sırasında hem maternal hem de embriyonik yüzeylerde 

bulunmaktadırlar (Illera vd 2003). 

 

İntegrinler, üreme döngüsü ve erken gebelik boyunca uterus içinde dinamik bir 

şekilde düzenlenirler. Endometrial epitel hücrelerde, özellikle α1β1, αvβ3, α4β1, α6 ve 

β4 integrinlerin zamansal ve uzamsal ifadelerinin tanımlanmasının, endometrial 

alıcılıkta embriyo implantasyonu için anahtar rol oynadığı düşünülmektedir (Reddy vd 

2003). Preeklampsi, vasküler problemlerin neden olduğu intrauterin gelişme geriliği ve 

kusurlu luteal fazlar dahil olmak üzere çeşitli hastalıklar, integrin paternlerindeki 

anomaliler ile açıklanabilmektedir (Merviel vd 2001). 

 

Marwood ve ark. (2009) yapmış oldukları çalışmada, insanlarda endometriyum 

lümen epitelinde ve bez epitelinde integrin α1, -αv, -β1, ve -β2 alt birimleri ve dimer -

αvβ5 -αvβ1, αvβ3’ün yer aldığını bildirmişler ve αvβ3 düzeylerinin orta seviyede 

eksprese edildiğini gözlemlemişlerdir (Marwood vd 2009). Gebeliğin başında, integrin 

ekspresyonundaki değişiklik, trofoblasttaki integrinler (embryo/endometriyum iletişimini 

sağlayan integrinler αvβ3, α4β1, α6β1 ve α7β1) ve embriyonun desidua 

(α6β4→α5β1→α1β1→α4β1 çoğalma durumundan endovasküler sisteme geçiş) istilası 

ile senkronize edilir. Alfa dimer, aynı anda uterus epitelinde ve trofoblastta bulunur 

(Merviel vd 2001). 
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Illera ve ark. (2003) yapmış oldukları çalışmada, gebe tavşan uterus boynuzuna 

αvβ3 integrinini bloke edici antikor uygulamışlar ve enjeksiyonu takiben 10. günde 

embriyo sayılarında azalma olduğunu bildirmişlerdir. İmplantasyon dışı bölgelerde, 

hamile olmayan erişkin ve olgunlaşmamış endometriyumda ve implantasyon 

bölgesinde β3 alt birimi için RT-PCR analizleri yapılmış ve implantasyon bölgesinde 

yüksek mRNA seviyeleri tespit edilmiştir. İn situ hibridizasyonda, β3 integrin 

mRNA'sının uterus miyometriyumunda ve trofoblastta ekspresyonu gösterilmiştir (Illera 

vd 2003). 

 

He ve ark. (2016) yapmış oldukları çalışmada, integrin αvβ3'ün, bez epitel 

hücrelerinin membranında eksprese edildiğini ve boyanmanın dağınık ve zayıf pozitif 

olduğunu bildirmişlerdir. αvβ3 mRNA ekspresyonunun, implantasyon penceresi 

sırasında yukarı regüle edildiği bildirilmiştir (He vd 2016). İntegrin αvβ3’ün tüm 

menstrual döngü sırasında, stromal hücrelerinde ekspresyonu çok azdır veya hiç 

yoktur (DuQuesnay vd 2009).  

 

Çalışmamızda, östrus dönemi uterusdaki αvβ3 ekspresyonunun, miRNA 

uygulanan grup2 ve grup3 uterusundaki ekspresyon seviyelerinde fark olmadığı 

görüldü. Bununla birlikte, mimik uygulanmayan grup4 ve grup5’te ekspresyonun 

giderek azaldığı, özellikle grup5 te ekspresyonun tamamen negatif olduğu tespit edildi. 

Çalışmamızın sonuç kısmında, miRNA-200c uygulamasının αvβ3 ekspresyonuna 

etkisinin olmadığı gözlemlendi. 

 

LIF, insan endometrial hücrelerinde eksprese edilen hayati bir sitokindir ve 

implantasyon sürecinde rol oynadığı bilinmektedir. Literatürde, LIF'in anormal 

ekspresyonunun, anormal embriyo implantasyonu ile ilişkili olduğunu doğrulayan farklı 

çalışmalara rastlanmıştır.  

 

LIF, blastosistlerin implantasyona ilerlemesinde hayati bir rol oynamaktadır. LIF 

mekanizmasında, LIF-LIFR-gp130 kompleksi önemli görev almaktadır. Bu kompleks, 

hücre içi alanda JAK/ STAT3 moleküler yolağını izlemektedir. LIF, ayrıca STAT3'ün 

fosforilasyonunu indükleyerek, ekstravillöz trofoblast istilasını düzenler. Bazı hayvan 

çalışmalarında JAK-STAT yolunun çeşitli modeller kullanılarak bozulması, blastosist 

implantasyonunun başarısızlığına neden olmuştur (Shan vd 2019). İnsanlarda LIF, 

endometriyum, desidua ve koryon tarafından salgılanır. LIF eksikliği olan farelerin 
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uterusunun, desidual bir tepkiye giremediği ve bu nedenle de LIF'in stromal 

desidualizasyon için vazgeçilmez olduğu düşünülmektedir (Hambartsoumian 1997).  

 

Gebelik sırasında, sitokin fonksiyonu için nispeten stabil miktarlarda LIF'in 

gerekli olması hayati öneme sahiptir. LIF eksikliği, implantasyonu olumsuz yönde 

etkiler. LIF'in aşırı ekpresyonu, endometrial büyümeyi inhibe edebilir (Hambartsoumian 

1997). 

 

Tawfeek ve ark. (2012) yapmış oldukları çalışmada, hem doğurgan hem de 

infertil kadınların endometriyumunda implantasyon penceresi sırasında, LIF mRNA 

ekspresyonunun varlığına bakmışlar ve infertil kadınların endometriyumunda LIF 

mRNA ekspresyonunun, fertil gruba kıyasla önemli ölçüde azalmış olduğunu 

gözlemlemişlerdir (Tawfeek vd 2012).  

 

Cai ve ark. (2000), LIF antikorunu gebeliğin 3.gününde uterus boynuzu içine 

enjekte etmişler ve gebeliğin 8. gününde LIF antikoru uygulanan uterin boynuzlarına 

implante olan embriyo sayısının kontrol grubuna göre istatistiksel olarak azaldığını 

bildirilmişlerdir (Cai vd 2000). Bhatt ve ark. (1991), LIF ekspresyonunun endometrial 

bezlerde gebeliğin dördüncü gününde, maksimum ifade edildiğini bildirmişlerdir (Bhattt 

vd 1991). 

 

Charnock-Jones ve ark. (1994), sağlıklı bayanlardan alınan endometrial biyopsi 

örneklerinde LIF mRNA miktarının, proliferatif fazda düşük olduğunu veya 

saptanamadığını, orta ila geç sekresyon evresinde ise ekspresyonun yaklaşık altı kat 

artış gösterdiğini bildirmişlerdir. Araştırmacılar, en yüksek ekspresyonun ise geç 

sekresyon evresinde görüldüğünü ifade etmişlerdir. Çalışmada, LIF ekspresyonunun 

orta ve geç sekresyon evresinde glandüler epitelde lokalize olduğu belirtilmiş, 

stromada, bezlerdekine kıyasla zayıf ve değişkenlik gösteren bir miktar LIF 

immünoreaktivitesi tespit edilmiştir. Altı farklı hastadan alınan örnekler, döngünün her 

fazı için analiz edilmiş, orta ve geç sekresyon evresinde, glandüler epitelde net ve 

tekrarlanabilir boyanma gösterirken, stromada hafif lekelenme olduğu ve bu 

boyanmanın zayıf olduğu ve hücre dışı matriks ile ilişkili olduğu gözlemlenmiştir. 

Araştırmacılar, miyometriyum tabakasında hem büyük kan damarlarının hem de düz 

kas hücrelerinin çoğunun güçlü bir şekilde boyanma gösterdiğini bildirmişlerdir. In vitro 

fertilizasyon laboratuvarından blastosist temin edilerek yapılan araştırmada, 

implantasyon sırasında maternal endometriyumun LIF ürettiği, blastosistin LIF reseptör 
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mRNA'sını eksprese ettiği ve bu nedenle bu sinyale yanıt verebileceğin öne 

sürülmüştür (Charnock-Jones vd 1994). 

 

Çalışmada Charnock-Jones ve arkadaşlarının bulgularına benzer şekilde, LIF 

ekspresyonunun, grup1 östrus dönemi endometriyumunda özellikle reaksiyonun bez 

epitelinde kuvvetli olduğu saptanmıştır. Lümen epitelinin genellikle negatif olduğu buna 

karşın yer yer pozitif reaksiyon gösteren bölgelerin de bulunduğu görülmüştür.   

 

Chen ve ark. (2000) yapmış oldukları çalışmada, LIF eksikliği olan dişi ve 

embriyoların, LIF’in intra peritonel enjeksiyonu ile normal embriyonel gelişme ve 

implantasyon gösterdikleri belirtilmiştir. Geçici LIF ekspresyonu, gebeliğin 4. gününde 

sadece uterusta embriyo implantasyonu ve desidualizasyonuna izin veren bir alıcılık 

durumuna neden olmaktadır. LIF eksikliği olan farelerde ve yaban tip farelerde 

implantasyonun başlangıcına kadar, uterus hücre proliferasyonundaki değişiklikler, 

hormon seviyeleri, blastosist lokalizasyonu ve laktoferrin ve Muc-1 ekspresyonunda 

fark olmadığı gösterilmiştir. LIF eksikliği olan farelerde, uterusta embriyoların varlığına 

veya yapay uyaranlara (Parafin oil) karşı desidualizasyon gerçekleşmez (Chen vd 

2000). 

 

Maternal LIF'in, trofoblast büyümesine, konseptus fonksiyonuna ve ankrajına 

dahil olduğu bildirilmiştir. LIF mRNA ekspresyonunun, desidual stromal hücreler ve 

glandüler epitelde sınırlı olduğu bildirilmiştir (Hambartsoumian 1997). LIF’in 

miyometriyumda eksprese edildiği bildirilmiştir. LIF'in, diğer sitokinler tarafından 

arttırılan bir etki olan in vitro miyoblast çoğalmasını teşvik ettiği gösterilmiştir (Austin ve 

ark 1992). 

 

  Çalışmamız kapsamında miyometriyum tabakasından elde edilen sonuçlar, 

Austin ve arkadaşlarının çalışmalarından elde edilen sonuçlardan farklıdır. 

Miyometriyum tabakası; grup 1, grup 3 ve grup 4’te de negatif eksprese olurken, grup 2 

ve grup 5’te pozitif ekspresyon göstermektedir. Çalışma bulguları, miRNA200-c’nin 

miyometriyum tabakasındaki rolü hakkında net bilgi vermemektedir.  

 

Plasentadaki LIF'e özgü reseptörlerin seviyesi, normal hamilelikte 

değişmemektedir (Kojima vd 1995). LIF, hamileliğin erken döneminde desidual doku 

tarafından aktif olarak salgılanmaktadır ve hamileliğin kurulmasında önemli bir role 

sahiptir. (Hambartsoumian 1997). 
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Çalışmamızda yer alan grup2 ve grup3’te LIF ekspresyonunun arttığı, buna 

karşılık özellikle grup4’te ekspresyonunun negatif olduğu görülmüştür. Gebeliğin ileri 

dönemlerinde trofoblast hücrelerinde, ekspresyonun pozitif olduğu ancak serbest 

villuslarda sinsityotrofoblast hücrelerinin negatif ekspresyon gösterdiği belirlenmiştir. 

Bulgular, miRNA-200c uygulamasının lümen ve bez epitelinde LIF ekspresyonu 

üzerinde etkili olmadığını düşündürmektedir. 

 

İnterlökin-6 (IL-6), bağışıklık ve enflamatuar yanıtlarda, hücresel proliferasyon 

ve farklılaşma üzerinde çoklu biyolojik etkileri olan bir sitokindir (Nishino vd 1990). IL-6 

immünreaktivitesi, menstrual döngü boyunca hem endometrial epitel hücrelerinde hem 

de stromal hücrelerde gözlemlenmektedir (Tabibzadeh 1991). Endometrial dokuda 

yetersiz IL-6 ve IL-1 mRNA ekspresyonu, bozuk bir maternal bağışıklık yanıtına yol 

açabilir, desidual dokunun yeniden şekillenmesini sağlayıp, anjiyogenezi etkileyebilir 

veya düzensiz trofoblast farklılaşması ve tekrarlayan düşüklere neden olabilir (Jasper 

vd 2007). 

 

Yapılan çalışmalarda IL-6 mRNA’sının orta ve geç sekresyon evresindeki 

endometriyumda, geç proliferatif evre endometriyumuna göre daha fazla eksprese 

edildiğii gözlemlenmiştir (Vandermolen ve Gu 1996, Chimote vd 2010). IL-6 proteini ve 

mRNA’sı, orta sekresyon evresindeki endometriyumda ağırlıklı olarak bez ve lüminal 

epitel hücrelerinde lokalizasyon göstermektedir (Tabibzadeh ve Sun 1992, Champion 

vd 2012).  

 

Çalışmamızda yukarıda bahsedilen çalışmalardan farklı olarak, Grup1’de hem 

lümen hem de bez epitelinde zayıf IL-6 ekspresyonu izlenmiş buna karşın 

ekspresyonun stromal hücrelerde kuvvetli olduğu görülmüştür. miRNA-200c mimiği 

uygulanan grup2’de bezlerde ekspresyonun negatif olduğu gözlenirken, grup3’te 

kuvvetli pozitif ekspresyon gözlenmiştir. Fakat bu olası ekspresyon farklılığın nedeni 

açıklanamamıştır.  

 

Azalmış IL-6 ve IL-1 mRNA’sı, nedensiz tekrarlayan düşüklerle ilişkilidir. Jasper 

ve ark (2007) yapmışoldukları çalışmada, tekrarlayan düşük yaşayan bir grup hastada 

IL-6 ve IL-1'in endometrial ekspresyonunun azaldığını göstermişlerdir (Jasper vd 

2007). IL-6'nın trofoblast üzerindeki fonksiyonel etkileri, IL-6 üretiminin yapıldığı 

bölgeler ve trofoblastta IL-6 ile indüklenen sinyal mekanizmaları hakkında çok fazla 

bilgi bulunmamaktadır (Champion vd 2012). 
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Nishino ve ark (1990) yapmış oldukları çalışmada, plasentada trofoblast 

hücrelerinin IL-6 ürettiklerini ve IL6-R'nin trofoblast tabakasında bulunduğunu ancak 

mezenkimal ve endotel hücreleri gibi diğer hücrelerde boyama görülmediğini 

bildirmişlerdir. IL-6'nın insanlarda trofoblast büyümesine ve plasental gelişimine katkıda 

bulunabileceği öne sürülmüştür. Yapılan çalışmalarda epitelyal, endotelyal ve lenfoid 

hücreler içermeyen endometrial stromal hücrelerin kültür ortamına IL-6 salgıladıkları 

bildirilmiştir (Nishino vd 1990). 

 

İltihapla ilişkili bazı sitokinler (IL-la, IL-lft TNFa ve IFNgama), IL-6 salgılamak 

için stromal hücreleri indükler. Bununla birlikte IL-1alfa, endometrial stromal hücrelerde 

IL-6 üretiminin güçlü indükleyicisidir. İnsan trofoblast hücrelerinde hem IL-6 hem de IL-

6 reseptörü bulunmaktadır. IL-6, trofoblast kültürlerinde insan koryonik gonadotropin 

(hCG) üretimini indükler. Trofoblastlardan hCG salınımını, otokrin mekanizma ile 

düzenlediği düşünülmektedir. IL-6'nın insan endometrial stromal hücreleri tarafından 

üretimi, fizyolojik östrojen seviyesi ile yukarı regüle edilir (Tabibzadeh 1991). 

 

Champion ve ark (2012) yapmış oldukları çalışmada 8-10, 12-14 ve 16-20 

haftalık gebelik yaşlarında sonlandırdıkları embriyoların, plasenta ve desidua dokularını 

makroskobik olarak ayırmışlar ve CD10 + stromal hücreleri, sitotrofoplast ve 

extravillous trofoblast hücrelerini isole edip, kültüre etmişlerdir. IL-6’nın plasenta yatağı 

boyunca tüm gebelik yaşlarında yaygın olduğu ve lökositler, stromal hücreler ve 

extravillöz trofoblast hücrelerinde immun reaktivite gösterdiği bildirilmiştir. IL-6 

reseptörleri, gp130 ve IL-6Rα tüm gebelik yaşları gruplarının plasenta yatağında 

extravillöz trofoblast hücrelerinde tespit edilmiştir. Plasental yatak içindeki spiral 

arterlerde IL-6Rα ve gp130 görülmüştür. Ayrıca IL-6, incelenen tüm gebelik yaşlarında 

plasentanın hücre kolonlarındaki sinsityotrofoblast, villöz sitotrofoblast ve extravillöz 

trofoblast hücrelerinde immün reaktivite göstermiştir. IL-6 immün boyama, extravillöz 

trofoblast hücre kolonlarının distal kısımlarında en belirgin olduğu bildirilmiştir.  

 

IL-6 nötralize edici antikor ilavesinin extravillöz trofoblast hücresi istilası 

üzerinde etkisinin bulunmadığı, extravillöz trofoblast hücrelerinden salgılanan endojen 

IL-6'nın invazivliklerinde bir rol oynamadığı düşünülmektedir. Bu çalışmada, erken 

gebelikte uteroplasental dokularda yüksek seviyelerde IL-6 ekspresyonu görülmüş, 

desidual stromal hücreler, sitotrofoplast ve extravillöz trofoblast hücreleri IL-6 

üretiminin, gebelik yaşı ile birlikte arttığı gözlemlenmiştir (Champion vd 2012). 
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Çalışmamız içinde grup5’te; spongiotrofoblastlarda, desiduada ve dev trofoblast 

hücrelerinde negatif ekspresyon görülürken, ekstravillöz trofoblastlarda ve erken 

gebelik döneminde (grup 4) desidual hücrelerde pozitif ekspresyon izlendi. Elde edilen 

çalışma bulguları, miRNA-200c’nin IL-6 ekspresyonuna çok fazla etkisinin olmadığını 

düşündürttü.  

 

Endometriyum ve embriyo arasındaki immünolojik etkileşim, gebeliğin kurulması 

ve sürdürülmesinde merkezi bir öneme sahiptir. Endometriyumda çalışan bağışıklık 

sistemi, TNF, IL -1 IL-6 IL-8, IL-15 ve IL-18 gibi lokal olarak üretilen çeşitli sitokinlerle 

modüle edilir (Yoshino vd 2001). 

 

Endometriyumun mukozal bağışıklık sistemi, cinsel yolla bulaşan bakteri veya 

virüsler dahil olmak üzere patojenik organizmalara karşı önemli bir ilk savunma hattıdır 

(Yoshino vd 2001). IL 18, hem doğuştan gelen bağışıklığı ve hem de Th1 ve Th2  

kaynaklı bağışıklık tepkilerini arttırır (Weissenbacher vd 2014). Yoshino ve ark (2001), 

herhangi bir hormonal tedavi almamış sağlıklı bayanlardan histeroskopi ile endometrial 

biyopsi almış, endometrial dokudan stromal hücreler ve endometrial epitel hücreler 

elde etmiş, bu hücrelere RT PCR analizi yapmış ve IL-18, IL-18R ve IL-18BP 

mRNA'larının menstrual döngü boyunca önemli bir dalgalanma olmadan yapısal olarak 

eksprese edildiklerini göstermişlerdir (Yoshino ve ark 2001). Epitel hücrelerdeki IL-18 

ekspresyonunun, stromal hücrelerdeki IL-18 ekspresyonundan daha fazla olduğu 

bildirilmiştir. IL-18 üretimi, desidualizasyon sırasında büyük ölçüde artar. IL-18R, 

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

 

Çalışmamızda, östrus dönemi (grup1) endometriyumunda stromal hücrelerde 

kuvvetli pozitif reaksiyonlar izlenmiştir. Epitel hücrelerindeki apikal membranda pozitif 

reaksiyon görülmüştür. Mimik uygulanan grup2 ve grup3 epitel dokularda, pozitif 

reaksiyon izlenmiştir. Stromal hücrelerde ekpresyonun zayıfladığı dikkat çekmiştir. 

Grup1’den farklı olarak miRNA200-c’nin epitel ve bezlerinde ekspresyonun artması, 

stromal hücrelerde azaltması dikkat çekicidir. 

 

Östrojen ve progesteron, fare uterusunda IL-18 mRNA ekspresyonunu inhibe 

eder ve Fas-Fas ligand apoptozunu arttırır. Bu durumun, anjiyogenez üzerinde inhibe 

edici etkisi olduğu düşünülmektedir. İnfertilite tedavisi sırasında embriyo transferi 

sonrası implantasyonu başarısız olan hastalarda, fertil hastalara kıyasla IL-18 

ekspresyonunda geniş değişiklikler gözlemlenmiştir (Lédée vd 2006). IL-18 fetal veya 

diğer antijenlerin etkisi altındaki makrofajlar, stromal hücrelerde ve desidual dokudaki 
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hücrelerden üretilebilirler. IL-18 reseptörünün trofoblast hücreleri üzerindeki 

ekspresyonu ilginçtir. Trofoblastın maternal doku hücrelerine yayılması veya büyümesi, 

maternal taraftan üretilen IL-18 tarafından etkilenebilir ve kontrol edilebilir. 

İmmünohistolojik olarak bakıldığında, IL-18 reseptörünün villöz damarlarda, trofoblast 

tabakası, interstisyel hücreler ve fetal kan hücreleri (esas olarak çekirdeklenmiş 

eritrositler ve monositler) üzerinde güçlü bir şekilde boyandığı gösterilmiştir (Tokmadzic 

vd 2002).   

 

IL-18, insan villöz trofoblast hücrelerinde erken dönemde görünmese de 

ilerleyen dönemlerde dev ekstravillöz trofoblast hücrelerinde ve nadiren aktif 

makrofajlarda görülür. Periimplantasyon bölgesindeki IL-18, uterin doğal öldürücü 

hücrelerini, erken hamilelik sırasında vasküler yeniden şekillenmede önemli bir rol 

oynayan IFN üretmek için uyarabilir. IL-18’in, implantasyon yerinin vaskülarizasyonu 

için gerekli olabildiği düşünülmektedir (Weissenbacher vd 2014). 

 

Çalışmamız içindeki grup5’te trofoblast hücrelerinde pozitif ekpresyon 

izlenmesine karşın dev trofoblast hücrelerde ekpresyon izlenmemiştir. Bununla birlikte, 

erken gebelik döneminde ekspresyonun negatif olduğu belirlenmiştir.  

 

VEGF; yetişkin dokularında, embriyogenez ve anjiyogenez sırasında 

vaskülogenezin önemli bir düzenleyicisidir (Halder vd 2000). VEGF, vasküler 

geçirgenliği uyarabildiği için, vasküler geçirgenlik faktörü olarak da bilinir (Chakraborty 

vd 1995).  Endometriyum, erken gebelikte hızlı ve dinamik değişikliklere uğrayan 

heterojen hücre tiplerinden oluşur. Epitelde eksprese olan VEGF-A, damarların yeniden 

şekillenmesinde özel bir işlev göstermektedir (Halder vd 2000). 

 

VEGF, başarılı embriyo implantasyonu için önemli bir sitokindir. Bağlanma 

reaksiyonunun başlamasıyla birlikte kemirgenlerde blastosist bölgelerinde uterusun 

vasküler geçirgenliği artar. Bunu, stromal desidualizasyon ve anjiyogenez takip eder 

(Chakraborty vd 1995). 

 

Walter ve arkadaşları, gebeliğin 1- 5. günlerinde uterus boynuzlarını çıkarttıkları 

fare VEGF A izoformlarının mRNA ekspresyonlarına bakmışlardır. Ekspresyonun 

gebeliğin 2. gününde en düşük düzeyde, gebeliğin 5. gününde ise en yüksek düzeyde 

olduğunu gözlemlemişlerdir. VEGFR ekspresyonunun, implantasyonun 3. gününden 

sonra arttığı bildirilmiştir. Yapılan immunohistokimyasal boyamada, en yüksek immun 

reaktivite endotelyal hücrelerde gözlenmiştir. Bununla birlikte, endometriyum ve 
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miyometriyumda gebelik günlerinde (1.-5. günler) ekspresyonda anlamlı bir fark 

olmadığı, perisitler ve vasküler düz kas hücrelerinde ve subepitelyal stromal 

fibroblastlarda boyanmaların olduğu gözlenmiştir. Miyometriyumun, gözlem yapılan 

günler içinde genellikle az boyanma gösterdiği bildirilmiştir. VEGFR-2, glandüler epitel 

hücrelerinde ve daha az oranda lüminal epitelde immünreaktivite göstermiştir. Epitelial 

boyamalarda çekirdekte sitoplazmaya göre daha fazla boyanma olduğu bildirilmiştir. 

Hamilelik günleri arasında glandüler veya luminal epitel hücreleri için anlamlı bir fark 

olmadığı bildirilmiştir (Walter vd 2010). 

 

Zhang ve ark (2001), gebeliğin 4. gününde uterin boynuzuna 1.9 µg/3µl. VEGF 

antikoru enjekte ettikleri farelerde, implante olan embriyoların sayılarında azalma 

gözlemlemişlerdir. VEGF antikor dozajlarının, embriyo implantasyonunu tamamen 

inhibe etmediği görülmüştür. Bu durum, VEGF'nin düzenleyici yolaktaki tek anahtar 

faktör olmadığını göstermiştir. Gebeliğin 4. gününde toplanan fare blastosistleri in vitro 

ortamda uterus epitelyal hücreleri ile kültüre edilmiş ve tek tabaka epitel hücre 

mediumuna farklı dozlar da VEGF antikoru ilave edilmiştir. Blastosistlerin, artan doza 

bağlı olarak tek tabakalı playtlere yapışma oranının istatistiksel olarak azaldığı 

bildirilmiştir (Zhang vd 2001).  

 

Yapılan çalışmalar, fare blastosisti üzerinde lokalize VEGF ekspresyonunun, 

embriyo implantasyonu sırasında trofoblastların invazyonunu ve göçünü düzenleme 

kapasitesine sahip olabileceğini göstermektedir (Zhang vd 2001, Chakraborty vd 1995). 

Halder ve ark (2000), gebeliğin 3. ve 4. günlerinde hibridizasyon yöntemi ile VEGF-A 

ve izoformlarının epitel hücrelerinde ve subepitelyal stromada mRNA ekspresyonunu 

gözlemlemişlerdir. İmplantasyonu takiben 5. günde VEGFA mRNA birikiminin ağırlıklı 

olarak implantasyon bölgesinde blastosisti çevreleyen luminal epitelde ve desidualize 

edici stromada olduğu bildirilmiştir. 6-8. günlerde implantasyonun ilerlemesi ile VEGF A 

izoformu mRNA, desidual hücrelerde görülmüştür. Bu mRNA’nın 8.günde trofoblast 

dev hücrelerinde ve bazı embriyonik dokularda da mevcut olduğu bildirilmiştir (Halder 

vd 2000). 

 

VEGF, endotelyal hücreler için bir mitojendir ve anjiyogenezin bir 

indükleyicisidir. VEGF mRNA’sının gebeliğin 1.ve 2.günlerinde endmetryiumdaki 

lüminal epitelyumda, gebeliğin 3.gününde az da olsa stromal hücrelerde, 4. günde 

luminal epitel hücrelerinde, subepitelyal hücrelerde ve stromal bölgede eksprese 

edildiği bildirilmiştir. VEGF mRNA ekspresyonu, ilk bağlanma reaksiyonundan sonraki 

5. günde lüminal epitel ve blastosisti hemen çevreleyen stromal hücrelerde meydana 
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gelmiştir. Mezometrial ve antimesometrial kutuplardaki desidual bölgelerde yer alan 

hücreler ve özellikle 8. günde VEGF trofoblast dev hücreleri, mRNA'yı eksprese 

etmişlerdir (Charkraborty vd 1995). 

 

Çalışmamızda özellikle grup 5’te VEGF’nin çok yoğun eksprese olduğu 

saptanmıştır. Grup1-grup 2 ve grup 3’te özellikle lümen ve bez epitelinde VEGF 

ekspresyonunun kuvvetli izlenmesi, miRNA200c’nin VEGF ekspresyonunu 

etkilemediğini göstermiştir.   

 

Embriyonik gelişim sırasında damar oluşumu ve anjiyogenez için CD105 

gereklidir. CD105, ağırlıklı olarak çoğalan endotel hücrelerinde eksprese edilir. 

Menstrual döngü sırasında endometrial endotel hücrelerinde, mezenkimal kök 

hücrelerde ve plasentada CD105 bulunmaktadır (Chadchan vd 2016).  

 

Chadchan ve ark (2016), reseptif aşamada 4. gün farelerde luminal epitel 

hücrelerinde ve bez epitel hücrelerinde CD105 ekspresyonunun; yüksek seviyelerde 

olduğunu, stromal hücrelerde ve miyometriyal hücrelerde CD105 ekspresyonunun; 

daha düşük düzeylerde olduğunu belirtmişlerdir (Chadchan vd 2016). 

 

Çalışmamızda da grup1’de lümen epitelinde, bez epitelinde ve stromal 

hücrelerde pozitif reaksiyon izlenmiştir. Mimik uygulanan Grup2 ve Grup3 lümen 

epitelinde zayıf reaksiyon izlenmiş, bez epiteli sitoplazmasında ve nükleer bölgede 

kuvvetli boyanma görülmüştür.  

 

 Trofoblast hücreleri tarafından maternal vasküler sistemin başarılı bir şekilde 

istila edilmesi, normal bir plasentanın oluşması için bir ön koşuldur. TGF-beta, 

trofoblast yayılmasının düzenlenmesinde rol oynar. CD105, beta1 ve beta3 

izoformlarını bağlayan ve gebelik boyunca sinsitiyotrofoblastta yüksek seviyelerde 

eksprese edilen TGFbeta reseptör kompleksinin bir bileşenidir. CD105, istilacı yol 

boyunca farklılaşan ekstravillöz trofoblastlar üzerinde geçici olarak yukarı regüle edilir. 

CD105, ağırlıklı olarak prolifere olan endotelyal hücrelerde, plasentanın 

sinsitiyotrofoblastında ve stromal hücrelerde yüksek seviyelerde, ekstravillöz 

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

 

Chadchan ve ark (2016) implantasyon penceresi boyunca embriyo 

implantasyonu için CD105 proteini ve mRNA ekspresyonu araştırdıkları çalışmalarında 

alıcı aşamasında ve blastosist varlığında CD105 ekspresyonunun yukarı regüle 
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edildiğini bildirmişlerdir. Araştırmacılar, lüminal epiteli ve bez epitelinde baskın olduğu 

ve stromal hücrelerde daha hafif ekspresyon gösterdiğini belirtmişlerdir. Embriyo 

yapışmasından sonra, birincil ve ikincil desidual bölgelerin kurulduğu stromal hücrelede 

desidualizasyon süreci başlar. CD105 ekspresyonunun gebeliğin 6. gününde 

implantasyon bölgelerinde birincil desidual bölgede, 7. günden itibaren ikincil desidual 

bölgenin stromal hücrelerinde ve özellikle implantasyon bölgesinde yaygın olduğu 

bildirilmiştir. İmplantasyon bölgesini baskılayan ve daha sonra geri kazanılmasını 

sağlayan bir CD105 siRNA’sı kullanılarak yapılan çalışmada, blastosist sayılarında 

azalma olduğu bildirilmiştir. CD105 siRNA'sının, endometrial CD105’i etkilemekle 

kalmadığı, embriyonik CD105 ekspresyonu üzerinde de etkili olduğu belirtilmiştir. 

CD105’in embriyo büyümesindeki rolü üzerine yapılan inceleme; tek tabaka 

endometrial epitel hücresinin, CD105 engellenmiş kültürlerde embriyo bağlanmasını ve 

yapışma reaksiyonunu engellediğini göstermiştir. Tek katman epitel hücre kültürü, 

embriyo bağlanma reaksiyonunda gerçekleşen trofoblast yapışma ve bağlanmasında 

endometrial eksprese edilen CD105’in rolü olduğunu göstermektedir (Chadchan vd 

2016).  

 

Çalışmamızda yer alan grup4’te, desidual hücrelerde görülen kuvvetli boyanma 

dikkat çekiciydi. Bez epitellerinde çok zayıf boyanma olduğu gözlendi. Grup5’te 

trofoblast hücrelerinde, dev trofoblast hücrelerde, fötal kapillerlerde ve desidual 

hücrelerde ise boyanma, yoğun pozitifti. 

 

Endometrial hücrelerde hedef genlerinin transkripsiyonunu birlikte düzenleyen 

üç köklük markeri Oct-4, NANOG ve SOX-2'nin fonksiyonel rolünü gösteren çalışmalar 

bulunmaktadır (Shariati vd 2019).  

 

Bentz ve ark (2010), Oct3/4 ekspresyonunun menstrual döngüye bağlı 

olmaksızın, bez epitellerinde ve stromada eksprese edildiğini bildirmişlerdir (Bentz vd 

2010).  Matthai ve ark (2006), herhangi bir nedenle histereskopi yapılmış bayanların 

endometriyumunda Oct-4 ekspresyonlarını incelemişler ve ekspresyonları genellikle 

endometriyumun stromasında gözlemlemişlerdir (Matthai vd 2006). Choobineh ve ark 

(2016), 12 dişi fare (6 ila 8 hafta arasında) ile gerçekleştirdikleri çalışmalarında, vajinal 

smearda gözlenen hücre tiplerine göre proöstrus, östrus, metaöstrus ve diöstrus 

evrelerini tespit etmişlerdir. Uterus dokusunda farklı menstrual döngüde Oct-4, SOX2, 

NANOG ve KLF4’un (Kruppel-benzeri faktör 4, çinko parmak transkripsiyon faktörü) 

ekspresyonlarına bakan araştırmacılar, östrojen döngüsünün tüm fazlarında; 

endometriyum bezleri, endometrial stroma ve endometriyumun bazal ve fonksiyonel 
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katmanlarının perivasküler bölgelerinde ve miyometriyumda sıklıkla pozitif hücreler 

gördüklerini ifade etmişlerdir (Choobineh vd 2016). 

 

Çalışmamızda mimik uygulanan Grup2 ve Grup3’ te Oct3/4’ün lümen epitelinde 

ekspresyonu negatif olarak gözlenmiştir. Bez epitelinde Grup2 de ekspresyon orta 

derecede iken Grup3’te zayıf pozitif olarak görülmüştür.  NANOG’un grup1’de stromal 

hücrelerde reaksiyon gösterirken, mimik uygulanan grup3’te bezlerde ve epitelde pozitif 

reaksiyon göstermesi ilginç bulunmuştur. Mimik uygulanmayan Grup4’te kan damarları 

dışında ekpresyonun negatif olmasına karşın grup5 te trofoblast hücrelerinde izlenen 

pozitif ekpresyon dikkat çekici bulunmuştur. miRNA200-c uygulamasından sonra 

NANOG ekspresyonunun arttırması oldukça ilginç olarak değerlendirilmiştir.  

 

Valentijn ve ark (2013) yaptıkları çalışmada, histereskopi ile alınan 

endometriyum dokusunda SSEA-1’in bazalisin epitel hücrelerinde yoğun bir şekilde 

eksprese edildiğini belirtmişlerdir. Premenopozal endometriyumda, adet döngüsünün 

erken proliferatif fazda SSEA-1 ekspresyonunun bazal bezlerde yoğunlaştıkları ve hem 

proliferatif fazda hemde sekresyon fazında yüzeysel bezlerde ekspresyonun azaldığını 

bildirmişlerdir. SSEA-1 immünoreaktivitesi, endometriumda yüzeyel bez epitelinde 

%1'den daha az iken bazaliste %60'ın üzerinde bir oranda ekspresyon gösterdiği 

bildirilmiştir (Valentijn vd 2013).  

 

Çalışmamızda, SSEA-1’in grup1 lümen epitelinde kuvvetli çekirdek boyanması, 

bez epitelinde ise orta dercede çekirdek boyanması gözlenmiştir. Mimik uygulanan 

gruplarda lümen epitelinde boyanma izlenmezken, bez epitellerinin kuvvetli boyanması 

oldukça dikkat çekicidir. Grup4’te bez epitelinde ekspresyon izlenmiştir. Grup5’te 

trofoblast hücrelerinde, dev trofoblast ve ekstravillöz trofoblast hücrelerinde kuvvetli 

boyanma dikkat çekicidir. Östrus grubuyla karşılaştırıldığında bez epitellerinde SSEA-1 

ekspresyonun artması miRNA uygulamasının bezlerde ekspresyonu arttırdığını 

düşündürtmüştür.  
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6. SONUÇLAR  

 

 

Çalışmamızda, uterus boynuzuna fizyolojik salin uygulanan sıçanların embriyo 

sayıları ile herhangi bir uygulama yapılmayan sıçanların embriyo sayıları arasında 

herhangi bir anlamlı fark bulunmadığı istatistiksel analizler ile gösterilmiştir. Uterus 

boynuzlarına miRNA-200c uygulanan sıçanların, uygulamanın yapıldığı taraftaki 

embriyo sayıları ile uterus boynuzlarına salin uygulanan ve herhangi bir uygulama 

yapılmayan sıçanların embriyo sayıları arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark 

olduğu gözlenmiştir. Bu noktadan hareketle miRNA-200c’nin, embriyo sayısını anlamlı 

bir şekilde azalttığı sonucuna ulaşılmıştır.  

 

İmmunohistokimyasal analizle yapılan boyanmada, gruplar arasında CD105, 

Alfa5beta3, IL-6, IL-18, LIF, NANOG, Oct3/4, SSEA ve VEGF ekspresyonları 

karşılaştırılmıştır. Bu karşılaştırma neticesinde, aşağıdaki sonuçlara ulaşılmıştır.  

- Alfa5Beta3 ekspresyonunun gruplar arasında fark göstermediği,  

- LIF ekspresyonun östrus grubunda lümen ve bez epitelinde yoğun ekspresyon 

gösterdiği, mimik uygulanan gruplarda gebeliği takip eden grup2’de ekspresyonun 

yoğun olduğu, ancak grup3’te ekspresyonun azalması beklenirken yüksek seviyede 

ekpresyon gösterdiği,  erken gebelikte azalmış ve gebeliğin 13. gününde tekrar artmış 

olduğu,  

- IL-6 ekspresyonunun grup2’de bez epiteli ve stromal hücrelerde negatif izlendiği 

görülmüştür. İmplantasyon dönemi olan 4. günde uygulanan miRNA-200c 

uygulamasının, IL-6 ekspresyonunu baskıladığı, 

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

- VEGF ekspresyonunun, miRNA-200c uygulanan grupların stromal hücrelerinde 

azaldığı, mimik uygulanmayan grup 4’te azalmanın olduğu ancak plasentada arttığı 



95 
  

- CD105 ekspresyonu karşılaştırıldığında, gruplar arasında lümen ve bez epitelinde 

fark bulunmazken, stromal hücrelerdeki ekspresyonun miRNA200c uygulanan 

gruplarda azaldığı,  

- NANOG ekpresyonunun miRNA-200c mimiği uygulanan gruplarda stromal hücrelerde 

arttığı, mimik uygulanmayan erken gebelikte azaldığı ve plasentada arttığı, 

- Oct3/4 ekspresyonu; grup1de lümen epiteli, bez epiteli ve stromal hücrelerde poziitif 

boyanma gösterirken, mimik uygulanan Grup2 ve Grup3’ te lümen epitelinde negatif 

ekspresyon göstermiştir. Bez epitelinde ekspresyonun, Grup2’de orta derecede iken 

Grup3 te zayıf pozitif olarak görüldüğü, 

- SSEA1 ekpresyonunun, miRNA-200c uygulanan gruplarda bezlerde arttığı, mimiksiz 

gruplardan gebeliğin 13. gününde elde edilen plasentada ekspresyonun arttığı 

bulunmuştur. 

 

Araştırmalarımızın sonuçları, miRNA-200 ailesi üyelerinden en spesifik belirteç 

olan miRNA-200c’nin, uterusta infertiliteyi sağlayan moleküler mekanizmalar arasında 

olduğunu göstermiştir. miRNA-200c’nin, gelecek çalışmalarda klinik infertilite tanısında 

kullanılabilme ihtimali düşünüldüğünde, elde ettiğimiz veriler özgün olup, literatüre 

önemli katkı sağlayacak ve bu alanda yapılacak ileri çalışmalara zemin oluşturacaktır. 
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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.

Keywords Interleukin-33 � Periodontal diseases � Gingival
crevicular fluid � Plasma � Saliva

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-1b 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-a), IL-6 and IL-1b [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

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 C20 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 C20 % 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, C4

teeth in each jaw with PD of C5 mm, CAL of C4 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

Odontology

123



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 10,0009g 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

15009g 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/lL) were calculated by multiplying the IL-33

absorbance values by 0.65 mL (dilution volume) and

dividing by the GCF volume (lL). 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).

GCF, 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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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.

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

Table 1 Ages and whole-

mouth clinical periodontal

measurements in the study

groups

Clinical parameters H group G group CP group p value

Mean (SD) Mean (SD) Mean (SD)

Age (years) 30.62 (7.65)a 33.38 (7.77)a 43.625 (13.54)b 0.001

# of teeth 27.12 (1.20)a 27.11(1.02)a 25.75 (1.43)b 0.003

PD (mm) 1.34 (0.36)a 1.71 (0.27)b 3.05 (0.46)c \0.001

CAL (mm) 0a 2.16 (0.54)b 4.03 (0.21)c \0.001

GI 0.37 (0.28)a 1.08 (0.36)b 1.71 (0.42)c \0.001

PI 0.58 (0.35)a 1.19 (0.25)b 1.64 (0.39)c \0.001

BOP (%) 8.70 (4.89)a 43.07 (14.52)b 60.74 (21.86)c \0.001

Different letters mean statistically significant differences among the groups

Table 2 GCF, saliva and

plasma levels of IL-33 in the

study groups

Biologic parameters H group G group CP group p value

Median (IQR) Median (IQR) Median (IQR)

GCF volume 0.24 (0.30)a 0.71 (0.57)b 1.3 (0.59)c \0.001

IL-33

GCF total amount (pg/30 s) 13.83 (0.75)a 14.40 (1.55)b 15.63 (2.79)b 0.035

GCF concentration (pg/ll) 55.90 (75.98)a 23.27 (29.90)b 12.02 (4.10)c \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

(mm)

GI PI BOP (%) GCF

volume (ll)
IL-33

(pg/30 s)

IL-33

(pg/lL)
Saliva IL-33

(pg/lL)
Plasma IL-33

(pg/lL)

PD (mm) 1 0.801** 0.768** 0.777** 0.654** 0.226 -0.656** 0.185 0.233

GI 1 0.834** 0.823** 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 (ll) 1 0.258 -0.994** 0.032 0.229

IL-33 (pg/30 s) 1 -0.185 0.039 0.107

IL-33 (pg/lL) 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

Odontology

123



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-a-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, Behçet’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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Assistant Professor Bülent Özkan (Department of Biostatistics and
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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 × 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-α, TNF-β

Umbilical cord blood (UCB) transports nutrients and
oxygen from themother 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

of UCB SPCs is incomplete; therefore, they are more
compatiblewith recipients andpossess greater advan-
tages for therapeutic use compared to other stem cells
(Beksaç 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 ofwoundhealing: (a)
inflammation, (b) fibroblastic proliferation and (c)
maturation (remodeling) (Sayek and Özmen 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 Özmen 2009)

After an injury occurs, neutrophils, lymphocytes
andmacrophagesmigrate to thewound 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)-β, platelet-derivated growth factor (PDGF),
interleukin (IL)-1, platelet-activating factor (PAF),
transforming growth factor (TGF)-β, tumor necrosis
factor (TNF), fibroblast growth factor (FGF) and epi-
dermal growth factor (EGF) (Sayek and Özmen 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-β, PDGF, VEGF, FGF, IL-1 and
TNF-α 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 Eskişehir 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 55mg/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 (Gürpınar 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

Twentymilliliters of human UCBwas 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 HCl 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 µm 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-β1, PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-α
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 10min. Endogenous peroxidase activity
was blocked by treatment with 1:9 30% H2O2: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-β (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-α (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; İnvitrogen) 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, (+/–) veryweak 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 μm/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
from10 randomly chosenfields 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 bodyweights for both groupsD and
D + SCs, were decreased significantly compared to
group C (p < 0.05). We found no significant differ-
ence in bodyweights between groupsD andD+ 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



We found that on day 0, the BGLs were similar
amonggroupsC,DandD+SCs.Ondays 3 and14,we
found significant increases in BGLs in both groups D
andD + SCs compared to groupC (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-β

We found a strong TGF-β 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-β staining (Table 2, Fig. 4A). We observed
strong TGF-β 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,

Table 1. Mean body weights and blood glucose levels

Body weight (g) Blood glucose (mg/dl)

Treatment group (n) Day 0 Day 14b Day 0 Day 3a Day 14b

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 ± 6.3c,d 99.7 ± 17.6 265.7 ± 22.1 319.2 ± 90.0
Diabetes + SCs (6) 239.3 ± 26.8 230.0 ± 24.0c,d 83.3 ± 7.6 357.3 ± 61.6 373.3 ± 59.0

Data are means ± SE.
aThree days after diabetes induction in the diabetes and diabetes + SCs groups, and the day of foot wounding of all rats. bTen days after
foot wounding and day of sacrifice. cSignificantly different from control group (p < 0.05). dSignificantly reduced from day 0 (p < 0.05).
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some sweat glands and connective tissue cells were
stained while others were not (Table 2, Fig. 4C).
Epidermis, connective tissue and sebaceous tissue
TGF-β staining was stronger in group D + SCs than
in group D (p < 0.05). In sweat glands, TGF-β
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-α

Group C exhibited medium TNF-α 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-α
staining in the sebaceous and sweat glands that was
cytoplasmic; no nuclear staining was found. TNF-α
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 TNF 1 = 1
α staining, while deeper layers were unstained. We
observed strongly positive TNF α staining in the
sebaceous and sweat glands, but weak TNF α stain-
ing in the connective tissue fibers and cells (Table 2,
Fig. 5C). TNF-α staining was greater in epidermis,
connective tissue and sebaceous tissue in group D
than in group D + SCs (p < 0.05). TNF-α 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-α 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

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.
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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 groupD, 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).
VEGF 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

Table 2. Localization and expression of the markers in the skin of samples from the experimental groups

Analysis
Experimental

group Epidermis
Connective tissue

fibers
Connective tissue

cells
Sebaceous

glands
Sweat
glands

Caspase-3 Control ++* + ++ +** +
Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs ++* + + +** +

FGF Control +,+/– – – +,+/– +,+/–
Diabetes control – – – – –

Diabetes + SCs ++ + +++ +++ +
IL-1 Control +++ +/++ + +++ +++

Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++

TGF-β Control +++ –/++ –/++ +++ ++
Diabetes control +++ +/++ +/++ +++ ++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++

TNF-α Control +++ ++ ++ ++ ++
Diabetes control +++ –/+ –/+ +++ +++
Diabetes + SCs +++ + + +++ +++

PDGF Control +++ + ++ ++ ++
Diabetes control –/+++ –/+ -/+ +++ ++,+
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++

VEGF Control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes control +++ +++ +++ +++ +++
Diabetes + SCs +++ +++ +++ +++ +++

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

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-β1 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-α 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. 8. Caspase-3 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.

Fig. 9. TUNEL-positive cells. A) Group C. B) Group D. C)
Group D + SCs. Arrows, connective tissue.
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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
C and 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-β, FGF1, VEGF,

granulocyte macrophage colony-stimulating factor
(GM-CSF), PDGF, connective tissue growth factor
(CTGF), interleukins (IL), TNF-α, 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-β, PDGF,
VEGF and FGF1, and cytokines, IL-1 and TNF-α,
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 β 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
PDGF, 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-β1, TNF-α 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-β,
PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-α 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-β1, TNF-α, 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. VEGF 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-β and PCNA.
TGF-β regulates cell growth and apoptosis, and
causes synthesis of extracellular matrix. The
expression of TGF-β is consistent with microvascu-
lar regeneration. TGF-β 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-1β, 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 PDGF,
IL-8, IL-10 and TGF-β1, participate in stimulating
epithelial cells; these factors are decreased in dia-
betic foot injuries. TGF-β1 is a chemo-attractant for
fibroblasts, keratynocytes and inflammatory cells,
and it stimulates angiogenesis and production of
extracellular matrix. TGF-β1 is decreased in dia-
betic skin and foot ulcers. Topical application of
TGF-β1 accelerated wound healing in diabetic foot
ulcers in rats (Rafehi et al. 2011). Also, TGF β1 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-β3 expres-
sion was significantly increased in the epidermis of
a diabetic foot ulcer compared to normal skin; a ll
layers of the epidermis and dermis showed strong
TGF β3 immunoreactivity in diabetic foot injury.

Jude et al. (2002) reported that western blotting
showed that TGF-β3 staining increased more in
diabetic foot injury than in normal groups. We
found TGF-β, PDGF, TNF-α 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-α positive
cells was greater in group D than in group D +
SCs, which suggests that SCs inhibit TNF-α.

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-β and PCNA increased the
expression of proliferation proteins. Therefore,
FGF1 promotes healing of diabetic foot injuries,
because it has been shown that αFGF 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-β, PDGF, VEGF, FGF1, IL-1, TNF-α
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
TGFβ 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-α was significantly greater in
group D than in group D + SCs. We believe that
FGF1 stimulation can prevent apoptosis by inhi-
biting TNF-α, 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.

K E YWORD S

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

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 (Aqrabawi, 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

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).
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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, Karapınar-Kazanda�g, D€oleko�glu, & 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.

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 8C, 5%CO2 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 8C. 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 3 104 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 8C. 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.

TABLE 1 Composition of the tested materials

Angelus Powder: tricalcium silicate, dicalcium silicate, tricalciumaluminate, calcium oxide, bismuth oxide, calcium carbonate
Liquid: distilled water

Biodentine Powder: tricalcium silicate, calcium carbonate, calcium oxide, zirconium oxide
Liquid: distilled water, calcium chloride, modified polcarboxylate (Plasticising agent)

Endocem Powder: amorphous or glassy silica, calcium hydroxide, aluminum oxide, magnesium oxide, calcium carbonate and bismuth
trioxide
Liquid: distilled water

MM-MTA Powder: tricalcium silicate, dicalcium silicate, tricalcium aluminate, bismuth oxide, calcium sulfate dihydrate, magnesium
oxide, and calcium carbonate
Liquid: distilled water
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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 8C 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

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 (Aqrabawi, 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

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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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

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
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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 lm, but contains

many particles more coarser than 40 lm, up to 100 lm. Komobayashi

et al. reported that Angelus particles had relatively wide size dis-

tribution and were less homogeneous than ProRoot MTA (Komabayashi

& Spångberg, 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

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

(Nu~nez, 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; Nu~nez 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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