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OZET

DENEYSEL DiYABET OLUSTURULMUS GEBE SICAN
MODELINDE EMBRIYO-ENDOMETRIYUM iLISKIiSINDE

DIYABETE BAGLI DEGISIMLERIN ARASTIRILMASI
Semih TAN
Doktora Tezi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Saim OZDAMAR

Agustos 2021, 103 sayfa

Diyabet, gebeligin en sik gorilen tibbi komplikasyonudur, fetlis ve anne igin
onemli bir risk tasir. Konjenital malformasyonlar ve perinatal morbidite, diyabetik
olmayan gebeliklerin ¢gocuklarina kiyasla yaygin bir sekilde gortlmektedir. Bu ¢alisma
diyabetin gebeligin erken donemindeki etkilerinin ortaya koyulmasina, gelistirilecek yeni
tani ve tedavi yollarina 1sik tutacaktir.

Calismamizda, diyabetin, implantasyon basarisi agisindan énemli oldugu bilinen
matriks metalloproteazlar (MMP) ve doku inhibitérlerine (Timp) etkisinin arastiriimasini
ve diyabetik gebelik sirasinda endometriyum ile embriyo arasinda degisen molekuler
mekanizmalarin agikhda kavusturulmasini amacladik.

Calismamizda streptozotosin ile indiklenmis diyabetik gebe sican modeli
olusturuldu. Diyabetin implantasyon (gebelign 6,5. glini) ve post implantasyon (gebelign
8,5. gunu) evrelerindeki etkisi, non diyabetik kontrol gruplariyla kiyaslanarak gosterildi.
implantasyon ve post implantasyon sirasinda konseptus ile birlikte cikarilan uterus
dokularindan total RNA izolasyonu yapilarak mikrodizin analizi ve ardindan gergek
zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile ifade degisimi olan gen bdlgeleri
saptanmistir. Daha sonra MMP’lerin ve doku inhibitérlerinin etkisi, gen diuzeyindeki
degisimlerine ek olarak eliza ve immunohistokimyasal analiz yontemleri ile protein
ekspresyonu diizeyinde de arastirildi.

Diyabetin, gebeligin 6,5. gininde MMP3, MMP9 ve MMP20 ifadelerinin artisina;
8,5. guninde ise MMP3, MMP9 ve MMP11 ifadelerinin azalmasina neden oldugu
gosterildi. Tim1 ifadesinin yalnizca gebeligin 8,5. gununde kontrole kiyasla azaldigi
g6rildi. Diger Timp ifadeleri agisindan gruplar arasi anlamli bir fark bulunamadi. Kegg
yolak analizleri ile diyabetin cAMP, kalsiyum, BMP, p53, MAPK, PI3K-Akt, Jak-STAT,
Hippo, Wnt ve TNF sinyal yolaklari ile iligkili genlerin ifadesini degistirdigi gosterildi.
Ayrica genontoloji analizleri ile de membran yapilarinda, ekstraselller matrikste, sinyal
yolaklarinda, iyon baglanmasinda, protein baglanmasinda, hicre adezyon
molekullerinin baglanmasinda ve reseptér ligand aktivitesinde degisim oldugu ortaya
koyuldu.

Anahtar Kelimeler: Diyabet, Gebelik, implantasyon, Matriks metalloproteazlar, CAMP,
kalsiyum, BMP, p53, MAPK, PI3K-Akt, Jak-STAT, Hippo, Wnt, TNF
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2019SABEO004) tarafindan desteklenmistir.



Vi

ABSTRACT

INVESTIGATION OF DIABETES-RELATED CHANGES IN
EMBRYO-ENDOMETRIUM CROSSTALK ON EXPERIMENTAL
DIABETES INDUCED RAT PREGNANCY MODEL

Semih TAN
PhD Thesis, Department of Histology and Embryology
Supervisor: Prof. Dr. Saim OZDAMAR

August 2021, 103 pages

Diabetes is the most common medical complication of pregnancy and carries a
significant risk to the fetus and mother. Congenital malformations and perinatal morbidity
are common in children of nondiabetic pregnancies. This study will shed light on new
diagnosis and treatment methods to be developed by revealing the effects of diabetes
in the early stages of pregnancy.

We aimed to investigate the effects of diabetes on matrix metalloproteases
(MMP) and tissue inhibitors (Timp), which are known to be important for implantation
success, and to clarify the molecular mechanisms that change between the
endometrium and the embryo during diabetic pregnancy.

In this study, streptozotocin-induced diabetic pregnant rat model was
established. The effect of diabetes on implantation and post-implantation stages was
demonstrated by comparing non-diabetic control groups. Total RNA was isolated from
the uterine tissues removed together with the conceptus during implantation and post-
implantation, and gene regions with expression changes were determined by microarray
analysis followed by real-time-polymerase chain reaction (GZ-PCR). Then, the effects
of MMPs and tissue inhibitors were investigated at the level of protein expression by
eliza and immunohistochemical analysis methods, in addition to their changes at the
gene level.

Diabetes caused upregulation of MMP3, MMP9 and MMP20 on the 6.5. day of
pregnancy and downregulation of MMP3, MMP9 and MMP11 on the 8.5. day of
pregnancy. Timl expression was downregulated on the day 8.5 compared to the
control. No significant difference was found between the groups in terms of other Timp
expressions. Kegg pathway analyzes showed that diabetes alters the expression of
genes associated with cAMP, calcium, BMP, p53, MAPK, PI3K-Akt, Jak-STAT, Hippo,
Wnt and TNF signaling pathways. In addition, genontology analyzes revealed changes
in membrane structures, extracellular matrix, signaling pathways, ion binding, protein
binding, binding of cell adhesion molecules and receptor ligand activity.

Keywords: Diabetes, Pregnancy, Implantation, Matrix metalloproteases, cAMP,
calcium, BMP, p53, MAPK, PI3K-Akt, Jak-STAT, Hippo, Wnt, TNF

This study was supported by PAU Scientific Research Projects Coordination
Unit (Project No: 2019SABEQ04).
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1. GIRIS

Diabetes Mellitus (DM), endojen insilinin mutlak ya da goéreceli eksikligi veya
periferik etkisizligi durumuna bagl olarak karbonhidrat, yag ve protein metabolizmasi
bozukluklari, kapiller membran degisiklikleri ve hizlanmis arteriosklerozisin goruldugu
endokrin bir hastaliktir. Diyabet insidansi, duinya ¢apinda dogurganlik ¢cagindaki kadinlar
arasinda artmaktadir. Toplumdaki yayginligina paralel olarak gebeliklerin %1-14’Gnde
gestasyonel diyabet, %0,5’inde de pregestasyonel diyabet goériimektedir. Klinik ve
deneysel kanitlar, gebeligin baslangicindan itibaren zayif bir sekilde kontrol edilen
maternal diyabetin fetal gelisim Uzerindeki etkilerinden kaynaklanan, buyime gecikmesi,
abortus, 6lu dogum, makrozomi ve konjenital malformasyonlar gibi komplikasyonlari
icerir. Onceden var olan diyabet, hipoglisemi, gestasyonel hipertansiyon, preeklampsi,
erken dogum ve sezaryen dodum gibi maternal komplikasyonlarin yani sira diger
komorbiditelerin de insidansinda artisa neden olur (Coustan 2000, Falls ve Milio 2002,
Kalin 2008).

Maternal diyabetin yavrular Uzerindeki zararli etkilerinden sorumlu olan
mekanizmalari arastiran insan c¢alismalari, kismi ve sinirhdir. Bu sinirlamalar kismen,
insanlarda uterus i¢i ortami degistiren degiskenleri kontrol etmenin veya bunlarin
embriyofetal gelisimin gesitli yonleri Uzerindeki etkilerini analiz etmenin mumkin
olmadidi i¢indir. Sigan, asagidaki nedenlerle konuyu ele almak igin tercih edilen biyolojik
modeldir: 1) diyabet, duzenlenmis bir sekilde induklenebilir; 2) embriyonik, anatomik ve
fizyolojik 6zellikleri insanlarinkine benzerdir; 3) yasam doénguleri ve gebelik dénemleri
nispeten kisadir (Jawebaum ve White 2010, Seki vd 2012). Pregestasyonel diyabetin
kemirgen modelleri genellikle kadinlarda diyabeti indiklemek i¢in streptozotosin (STZ)
gibi diyabetojenik ajanlar kullanilarak gelistirilir. Tek bir yiksek doz STZ enjeksiyonu ile
indUklenen diyabetin, tip 1 diyabete benzer sekilde siddetli hiperglisemiye yol actigi daha
Oonce gosterilmistir (Islas-Andrade vd 2000, Trevifio-Alanis 2009). Diyabetin fare



modelleri, diyabetin etiyolojisi ve ilerlemesinin anlasiimasina énemli olciide katkida
bulunmustur. Bu modeller, hastaligin gelisimini, yerlesmesini ve komplikasyonlarini
etkileyebilecek genetik ve cevresel faktorlerin kontrolline izin verir. Deneysel diyabet
modellerinde, gecikmis oosit olgunlasmasi, metabolik sireglerin ve oositlerdeki
epigenetik kodun bozulmasi, azalmis ovulasyon oranlari, bozulmus implantasyon, zayif
embriyo ve fetus gelisimi olmak Uzere birden fazla disi Greme probleminin varhigini
gOsteren ¢ok sayida kanit vardir (Christie 1964, Eriksson vd 1980, Mulay ve Solomon
1983, Uriu-Hare vd 1985, Rodriguez vd 1998, Amri vd 1999, Eriksson vd 2000,
Damasceno vd 2004, Kiss vd 2009, Marcela vd 2012, Yang vd 2012, Salazar vd 2015).
Bu raporlar, gebelik dncesi diyabetin oogenez, kadin dogurganligi ve gebelik sonucu

uzerinde etkileri oldugu varsayimini desteklemektedir.

MMP’lerin ve MMP doku inhibitérlerinin (Timp) arasindaki fizyolojik dengenin
bozulmasinin bilinen sebeplerinden biri de diyabettir. Mevcut kanitlar, MMP'ler ve
bunlarin endojen inhibitdrlerini, diyabetik mikrovaskiler komplikasyonlarin gelisimi ve
ilerlemesi ile iligskilendiren cesitli yollar gostermektedir (Egan vd 2020). Diyabetik
nefropatide, degisen MMP ekspresyonu, proteiniri ve bobrek yetmezligine yol agan
hicre disi matriks birikmesine ve glomerller hipertrofiye katkida bulunur. Diyabetik
kardiyomiyopatide, MMP'ler kollajen ve elastin bakimindan miyokardiyal yeniden
yapilanmaya katilirlar. Diyabetik periferik arter hastaliginin gelisimine, MMP'lerin
aktivitesinin neden oldugu bozulmus anjiyogenez aracilik eder. Deneysel veriler,
diyabette MMP’lerin, beyin dolasimindaki ve inmedeki roliini desteklemektedir. Artan
MMP orani diyabetik yara iyilesmesine olumsuz etkide bulunabilir. Diyabetik
mikroanjiopatinin olusmasi ve ilerlemesinde, erken evre retinopatide MMP-2, MMP-9,
MMP-14 ekspresyonunda artis oldugu kabul edilmektedir (Giebel vd 2005, Erman 2012).
Retinal hucrelerdeki MMP-9 olugsumunun yluksek serum glukozuna yanit olarak arttigi
gOsterilmistir. Daha sonra bu durum bazal membran proteinlerinin proteolitik
degredasyonunu igeren bir mekanizma ile vaskiler permeabilitenin artisina yol
acmaktadir. Bazal membrandaki siki baglanti kompleksinin bozulmasi ve perisitlerin
selektif apoptozu kapiller mikroanevrizmatik dilatasyonlara neden olmaktadir. Bu
kosullar sonucunda bozulan mikrosirkilasyon retinadaki iskemik alanlarin olusmasina
neden olmaktadir. Diyabetik nefropatinin dogal seyri tip 1 diyabetik hastalarda ¢ok daha
kolay ve net bir sekilde incelenir; ¢lnki tip 2 diyabetiklerde renal patolojiye katkida
bulunan ¢ok sayida diger faktor (hipertansiyon, ateroskleroz, obesite) siklikla s6z konusu
olabilir. Literaturdeki veriler, diyabetik hastalardaki gebelik kayiplarinin MMP/Timp
ekspresyonu degisimi ile ilgili olabilecegini dusundurmektedir (Jacqueminet vd 2006,
Erman 2012).



Diyabet durumunda bozulan instlin metabolizmasi ve buna bagli dedisen vicut
enerji homeostazi embriyo ve endometriyum arasindaki molekiler sinyallerin
bozulmasina yol acmaktadir. Bu gerekcge ile tez projesinde diyabetik gebelik modeli
olusturularak mikrodizin analizi ile degisen gen ekspresyon degisimleri saptanmistir.
Degistigi gdzlenen gen ekspresyonlarinin GZ-PZR teknigi ile validasyonlari yapilmistir.
Gen ekspresyonu dizeyinde degisimi gbézlenen matriks metalloproteazlar ve doku
inhibitdrlerinin protein ekspresyonu dizeyindeki degisimleri eliza yontemi ile saptanmis
olup, dokudaki lokalizasyonlari ve semi-kantitatif ekspresyon degisimleri

immunohistokimyasal analiz ile gosterilmigtir.

1.1.Tezin Amaci

Bu doktora tezinin amaci, embriyo implantasyonu ve gelisimi sirasinda diyabete
bagli olarak degisen gen ekspresyonlarinin ve diyabet hastalarinda goérilen gebelik
kayiplarinin olasi etki mekanizmalarindan olabilecegini distindigiimiz MMP ve doku
inhibitorlerinin seviyelerinin, implantasyon sirasi ve sonrasinda donemsel olarak

gosterilmesidir.



2. KURAMSAL BILGILER VE LITERATUR TARAMASI

2.1. Diyabetik Gebelik Sonrasi Fetal, Neonatal ve Obstetrik Komplikasyonlar

insanlarda gebelik diyabeti terimi, oogenezi etkilemis olabilecek bir hiperglisemi
olusmadan, gebelik sirasinda ilk kez ortaya ¢ikan diyabeti ifade eder. Bu nedenle,
gbzlemlenen herhangi bir olumsuz etki, hipergliseminin gebelik etkilerini yansitir.
Bununla birlikte, diyabetik kadinlar hamile kaldiklarinda, diyabetik durumlari hem gebelik
oncesi hem de gebelik dénemini potansiyel olarak etkileyebilir. Pregestasyonel diyabette
konjenital malformasyonlar birkac kat daha fazla goérulir. Perikonsepsiyonel donemdeki
hipergliseminin derecesine gore malformasyonlarin oraninda degisim
g6zlemlenmektedir (Mihmanli ve Mihmanli 2015). Diyabetik gebelik sonrasi dogan

cocuklarda sik gorilen konjenital anomaliler Tablo 2.1°de yer almaktadir.

Tablo 2.1 Diyabetik gebelik sonrasi dogan ¢ocuklarda sik goérilen konjenital anomaliler
(Mihmanli ve Mihmanl 2015)

Atrial septal defekt
Ventrikuler septal defekt
Buylk damarlarin transpozisyonu
Aort koarktasyonu
Fallot tetralojisi
Trunkus arteriozus
Dekstrokardi
Kardiomegali
Noral tiip defektleri
Santral sinir sistemi anomalileri Anensefali
Holopresensefali
Hidronefroz
Renal anomaliler Renal agenezi
Uretral duplikasyon
Duodenal-anorektal atrezi
Omfalosel
Kaudal regresyon sendromu
Sakral agenezi

Kardiyak anomaliler

Gastrointestinal anomaliler

Spinal anomaliler




Pregestasyonel diyabete sahip gebelerde prematir dogum sik gortlen énemli bir
sorundur. Siklikla rastlanan diger sorunlar ise respiratuar distress sendromu, fetal
bayime  kisithligi,  hipoglisemi,  hipokalsemi, hiperbiliribinemi,  polisistemi,
kardiyomiyopati ve makrozomi insidansindaki artistir. Nedeni aciklanamayan fetal
olumler goreceli olarak pregestasyonel diyabetli gebelerde sik rastlaniimaktadir. Bu
bebekler tipik olarak gebelik yagina gore buyukturler ve genellikle 35. hafta veya daha
sonra olmak uUzere dogumdan Once Olurler. Neonatal morbidite ve mortalite riski de
yuksektir. Ayrica diyabetik gebelerde abortus, preeklampsi ve gestasyonel
hipertansiyon, polihidroamniyoz, preterm dodum gibi obstetrik komplikasyonlarda ve
sezaryen oraninda artig vardir (Mihmanl ve Mihmanli 2015).

Diyabetik hayvan modelleri, oogenez ve utero embriyonik/fetal gelisim Gzerindeki
etkileri ayirt etmek igin essiz bir firsat sunar. Spesifik olarak, diyabetik disilerden alinan
embriyolarin diyabetik olmayan alicilara veya diyabetik olmayan disilerden alinan
embriyolarin diyabetik alicilara aktarildigi, karsilikli (resiprokal) embriyo transferi fare
modelini kullanarak, birbirinden bagimsiz olarak gebelik 6ncesi ve gebelik sirasi etkilerini

test etmek mimkuinddar.

2.2. Sigan ve insan Gebelik Siirecinin Karsilagtirmali Degerlendirilmesi

insan embriyosu gelisiminin ilk 3 giinii yumurta ve spermin flizyonunu, germ
hicre pronukleusunun migrasyonu, genetik veya epigenetik yeniden programlama ve
doruga ulasan bir dizi bdélinmeyi kapsamaktadir. Braude vd. (1988), insanlarda
embriyonik genom aktivasyonu (EGA)’nun ilk olarak 4 hiicreli asamadan sonra belirgin
oldugunu buldular. Daha sonra Taylor vd. (1997) babaya ait transkriptlerin 3 ila 4 hicreli
asamada ilk tespitini bildirmigtir. Daha sonra, Dobson vd. (2004), implantasyon 6ncesi
insan embriyolarinin transkriptomunu tanimladilar; gelisimin ilk 3 gind boyunca ~ 1800
MRNA'nin ekspresyonda module edildigini, cogunlugun asagi regule edildigini veya yok
edilmeyi hedefledigini, 1. ve 2. glnlerde kiguk bir grubun yukari regule edildigini ve
baylk bir mRNA grubunun ekspresyonunun arttigini goésterdi. Ek olarak, ana EGA
dalgasinin hiicre sayisindan bagimsiz oldugunu, 8'den az hiicre ile tutuklanmis
embriyolarda bile 3. ginde meydana geldigini géstermislerdir (Dobson vd. 2004). Bu
bulgularin, zigotik gen aktivasyonunun (ZGA) 1 ila 2 hucreli asamada baglatildigi fare

gibi diger tlrlerde yapilanlardan farkli oldugu goérilmustir (Flach vd. 1982; Wang vd.



2004a). Transkripsiyonun ne zaman ve nasil baslatildigi konusunda ara sira tartismalar
yeniden ateslenmis olsa da, son kanitlar, degisikliklerin ilk tespitinden bagimsiz olarak,
ana EGA dalgasinin insan embriyosunun gelisiminin 3. gininde meydana geldigini
goOstermektedir. Bu sureg farelerde déllenmeden 26-29 saat sonra ZGA'nin ilk dalgasina
karsilik gelmektedir (Vassena vd. 2011). EGA'yi takiben, embriyo daha sonra radyal
simetride bir kirilmanin ilk morfolojik gostergesini isaret eden morulayi olusturmaktadir.
Sonraki hucre bolunmeleri, sivi dolu bir blastosist boslugu ve trofektoderm hucreleriyle
cevrili bir i¢ hlcre kutlesi igeren bir blastosistin gelismesine yol acar. Blastosist rahim
duvarina implante edilmeden hemen Once, i¢ hucre kitlesi, erken epiblast ve ilkel
endoderm hiicrelerine ayrilir. insanlarda geligimin yaklasik 7. glniinde gergeklesen
implantasyon, embriyonun gelismesi icin gereklidir (Niakan vd 2012).

ilk gebelik haftasinin takiben yeni olusan blastosist destekleyici bir ortama
yerlesmeye ve buylime sirecini sirdirmeye hazirdir. 2. Hafta genellikle ikiler haftasi
olarak adlandirilir. Embriyoblast, ekstraembriyonik mezoderm ve trofoblastin her birinin
iki ayri katmana ayrildigi haftadir. Blastosist, endometrium boyunca uygun bir
implantasyon noktasina dogru hareket eder. Endometrium, optimum kan temini ile
immiunolojik olarak ayricalikli bir boélgeye dénustirilir. Zayif baglantilar glclendirilir.
Trofoblast ve endometrial stromanin farklilasmasi endometriumun invazyonunu
kolaylastirir. B-hCG Uretimi uyarilhir. Endometriyal skar ile tam implantasyon 10. giinde
saglanir. 12. ginde skar gevresinde tam rejenerasyon sonugclanir. 2. haftanin sonunda
koryonik bosluk olusur (Moore ve Persaud 2008).

insanlarda ve kemirgenlerde basarili gebelik sonuglari igin, trofoblastlarin
maternal-fetal araylzden migrasyonu, implantasyon ve plasentasyonda anahtar bir
surecgtir. Fazla veya sig trofoblastik invazyondan kaynaklanan plasentasyon
basarisizliklari, preeklampsi, intrauterin blylime kisitlamasi, plasenta kreta, prematuirite,
gestasyonel trofoblastik hastallk ve hatta maternal veya fetal 6lum gibi gebelik
komplikasyonlarina neden olabilir (Kaufmann vd 2003, Tantbirojn vd 2008, Smith vd
2014, Bolze vd 2015). Literatirde, bazi calismalar, fizyolojik kosullar altinda ve
preeklampsi, intrauterin blyUme kisittamasi, gestasyonel diyabet ve maternal
hipotiroidizm gibi patolojik kosullar altinda, trofoblastik invazyon ve migrasyonu kontrol
eden molekuler mekanizmalari degerlendirmeye calismistir (Pijnenborg vd 1983,
Caluwaerts vd 2005).

Plasentay! olusturan trofoblastlar, memeli gelisimindeki ilk hicre soyudur ve
embriyonik trofoektodermden kaynaklanir (Malassine vd 2003). Farklilagsmasindan
sonra, plasenta, trofoblastin uterus epiteline, anne damarlarinin endoteline veya
dogrudan anne kanina erisimine gore sirasiyla epitelokoriyal, endotelyokoriyal veya

hemokoriyal olarak siniflandirilir. Hemokoriyal plasentada, ©6zel trofoblast



populasyonlari plasentayi terk edebilir ve dogrudan anne kaniyla temas etmek icin
desidua'ya dogru hareket edebilir. Bu sure¢ sirasinda, trofoblast kok hiicreleri cogalir ve
cesitli trofoblast soylarina dénusebilir. Bunlar arasinda, interstisyel ve endovaskiler
trofoblastlar migrant ve invaziv 6zellikler sergiler ve maternal-fetal arayluzdeki diger hiicre
tiplerinin davranisini tanima, degistirme ve uyarma kapasitesine sahiptir. Bu hicresel
iletisim, maternal faktorler ve integrinler, E-kaderin, proteazlar, sitokinler, interlékinler ve
buyume faktorleri gibi trofoblastik hicrelerin kendileri tarafindan salinan ve / veya ifade
edilen faktorler tarafindan kesin olarak kontrol edilir. Bdylece, trofoblast hiicresinin, hiicre
migrasyonunu tegvik etmek igin, kolajen IV, laminin, vitronektin ve fibronektin gibi
ekstraseluler matriks (ESM) proteinlerini bozmasina izin verilirken, trofoblastik hucre
invazyonunu kontrol eden cgesitli inhibitdr proteinleri de ifade edilir. Sonug olarak, uterin
arterler buylyen fetlse yeterli kan akisini kolaylastiran damarlar olusturmak i¢in yeniden
modellendiginden, invaziv trofoblastlar vaskuler endotel hicrelerinin yerini alir (Lunghi
vd 2007, Rossario vd 2009).

Trofoblast invazyonunu ve migrasyonunu kontrol eden dizenleyici yollardaki
degisiklikler veya yetersiz tepkiler, plasental gelisimi tehlikeye atarak anne ve fetls
saghginin yani sira dogum sonrasi gelisimi de olumsuz etkileyebilir (Silva ve Serakides
2016).

2.2.1. Plasental organizasyon

Hemokoriyal plasental gelisim, maternal ve fetal dokular arasinda yakin temas ile
karakterize edilerek insanda, si¢can ve fare gibi kemirgenlerde meydana gelir. Bu siure¢
sirasinda, trofoblast kdk hticreleri, embriyonik trofoektodermden kaynaklanir ve gesitli
trofoblast soylarina farkhlasabilir.  Farklilasmis trofoblast hicrelerinin  temel
faaliyetlerinden biri uterus spiral arterlerini yeniden bigimlendirmektir. Vaskuiler yeniden
sekillenme, sikica sarilmis uterin spiral arterleri, artik annenin kontroll altinda olmayan
dilate damarlara donustirur. Anne damar sisteminin yeniden yapilandiriimasi, besinlerin
fetise en uygun sekilde verilmesi igin gereklidir. Bununla birlikte, hemokoriyal
plasentasyona ve 6zellikle insanlarda, siganlarda ve farelerde trofoblast yonlendirmeli
vaskuler yeniden modellemeye ragmen, insan ve kemirgen plasentalari arasinda, yapi,
plasenta gelisimi ve bazi trofoblast hiicre tipleri agisindan farkhliklar vardir (Pijnenborg
vd 1981, Tantbirojn vd 2008, Hammer A 2011, Kent vd 2011, Soares vd 2012, Soares
vd 2014).



2.2.1.1. insan plasental organizasyonu

insan hamileligindeki ilk sireclerden biri, blastosistin uterusa tutunmasi ile
karakterize edilir. Bu sureg, implantasyonun ilk adimidir ve yaklasik olarak gebe
kaldiktan 6 ila 7 gln sonra gerceklesir. Bu asamada, endometriyum zaten bir kez
desidualize edilmistir.  Farelerin  aksine, insan desidualizasyonu blastosist
implantasyonuna bagl degildir ve bunun yerine progesteronun etkileri nedeniyle
menstural dongunun 14. guninde baslar (Zhang vd 2014). Blastosistin dis tabakasi
trofoektoderm tarafindan olusturulur. Fetal trofoblastlar ve maternal uterin doku
arasindaki yakin temas, maternal-fetal bileske boélgesinin olusumuna yol agar. Birlesme
bdlgesi, plasentanin maternal ylzeyi olan bazal plakayi olusturacaktir ve fetal ylzey,
koryonik plaka olarak adlandirilir (Hertig 1945, Hiden vd 2007, Silva ve Serakides 2016).

Baglanti bdlgesinin olusumundan sonra, sitotrofoblastta (en igte) ve
sinsityotrofoblastta (en dista), trofoblast proliferasyonu ve farklilagsmasi yoluyla
implantasyon devam eder (Pijnenborg vd 1981, Malassine vd 2003). Sinsityotrofoblast,
kani ve bezlerin igerigini, lakuna icine serbest birakmak icin desiduadaki maternal kilcal
damarlari ve endometriyal bezleri genigletir ve asindirir. Sitotrofoblast, birincil, ikincil ve
Uguncdl villus (villoz trofoblast) olusturmak igin sirayla ¢cogalir. Trofoblastlar daha sonra
sutunlar olusturacak, cogalacak ve sinsityotrofoblastin 6tesine uzanarak birbirleri ile
birleserek, sitotrofoblastik kabugu olusturacaktir. Gebeligin sekizinci haftasinda,
sitotrofoblastik kabugun surekliligi kaybolur ve ankraj villusunun tepesindeki trofoblastlar,
plasental yatagi olusturmak Uzere bazal plaktan, desidualize endometriyumdan ve altta
yatan miyometriyumdan gegecek olan ekstravill6z trofoblasta (EVT) yol agar (Hertig
1945, Hiden vd 2007, Silva ve Serakides 2016).

Plasental villusun disinda bulunan tim trofoblastlara karsilik gelen EVT, bu
hicrelerin desidua'yi (interstisyel trofoblast) ve maternal uterin spiral arterlerin duvarini
(endovaskdiler trofoblast) mobilize etmesine ve isgal etmesine izin vermek igin
ekstraselller matriks proteinlerini parcalama kapasitesi kazanir. Endovaskiler
trofoblastlar (ENT), spiral arterlerin Iimenini invaze eder ve arter duvarina (intramural
trofoblast) dahil olur. Endotelyum, kas tabakasi ve bu arterlerin elastik materyali yok edilir
ve yerine fibrinoid adi verilen hicre digi bir matris ve ENT hdcrelerinin kendileri yerlesir.
Trofoblastik arteriyel yeniden sekillenme olarak bilinen bu slireg, uterus spiral arterlerini
plasentada surekli ve yeterli kan akigina izin veren bdylece gebelik basarisini saglayan,
kolayca gerilebilir, gevsek, ince duvarli damarlara donusturir (Silva ve Serakides 2016).

EVT yogunlugu ve utero-plasental arterlerin invazyon derinligi, merkezi plasenta

yataginda en belirgindir ve invazyonun hem yogunlugu hem de derinligi plasental



sinirlara yakinlastikga azalir. Bu intrauterin migrasyonun kontroll, hamileligin 12.
haftasinda en ylksek trofoblastik invazyon seviyesine ulasir ve bunu kisa bir siire sonra
bir dusls izler. Alan kontrolli, endovaskiler ve interstisyel trofoblast invazyonunun
derinligini, miyometriyumun desidua ve proksimal Ugte birlik kismiyla sinirlar. Bu
sureglerin yeniden diizenlenmesi, intrauterin biyime kisitlamasi, preeklampsi, plasenta
kreta, gestasyonel trofoblastik hastalik ve kiirtaj gibi cok cesitli gebelik komplikasyonlari
ile sonuglanir (Brosens vd 1967, Pijnenborg vd 1980).

Ekstravilléz trofoblasta koken olan villéz trofoblast, daha buiylk c¢aph fetal
damarlarin bulundugu yerdir ve koryonik plakadan bazal plakaya kadar uzanan bag
dokusu saftini kaplar. Koryonik villus, bu villéz septadan kaynaklanir. Vill6z septa
arasindaki bosluk, intervill6z bosluk olarak adlandirilir ve uterus arterlerinden gelen anne
kaniyla doldurulur. Koryonik villus, bir sitotrofoblast tabakasi ve ¢ok c¢ekirdekli
sinsityotrofoblast ile c¢evrili genis bir fetal kilcal ag iceren merkezi bir bag dokusu
ekseninden olugur (Hamilton ve Grimes 1970, Zhou vd 1997, Kaufmann vd 2003).

Sinsityotrofoblastlar villusun dis ylzeyini olusturur, anne kaniyla dogrudan temas
eder ve sitotrofoblastlardan koken alir. Sinsityotrofoblastlar, sirekli ve kontrolli bir
yenilenme ve apoptoz surecinden geger. Birincil iglevleri, besin emilimi, atik Grin
uzaklastirma ve hCG gibi hormonlarin sentezidir. Besinlerin fetlise tasinmasini ve
atiklarin, zararli toksinlerin fetal dolasimdan uzaklastiriimasini kolaylastirmak igin,
sinsityotrofoblastta iyon kanallari, akuaporinler, ATP baglayici kaset tasiyicilari dahil
olmak Uzere ¢ok gesitli tasiyicilar ifade edilir (Hamilton ve Grimes 1970, Zhou vd 1997,
Kaufmann vd 2003).

Sitotrofoblastlar, sinsityotrofoblastin altinda bulunur, tek ¢ekirdekli ve kireseldir.
Fetal kan, intervilloz aralikta dolagan ve villuslari yikayan anne kani ile aligveris yapar.
Hamilelik ilerledikge bag dokusu miktari azalirken, koryon villusundaki kan damarlarinin
sayisi artarak, anne ve fetiis arasindaki metabolit alisverisini kolaylastirir. insanlarda
plasentanin son yapisi diskoiddir ve yaklasik olarak gebeligin 21. guninde belirginlesir
(Silva ve Serakides 2016).

2.2.1.2. Rodent plasental organizasyonu

implantasyonu takiben, 6zellikle sicanlarda ve farelerde, embriyo tamamen farkli
uzamsal konumlara ve gen ekspresyon modellerine sahip gesitli trofoblastik hiicre tipleri
ile kaplanir. insanlarin  aksine, ekstraembriyonik ektoderm, 0&zellikle de polar

trofoektoderm, daha sonra sirasiyla plasental labirent ve birlesme bdlgesine yol agacak
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olan koryonik ektoderm ve ektoplasental koni olarak farklilasir. Mossman (1937),
si¢canlarda ve farelerde ektoplasental koninin insan plasentasinda olusan sitotrofoblastik
kabuga benzer oldugunu 6ne slirmustir ancak kemirgenlerde, ektoplasental koni diizenli
bir sekilde trofospongiumu olusturmak Uzere c¢ogalirken, insan sitotrofoblastik
kabugunun trofoblastlari, bazal plaka, desidua ve alttaki miyometriyum boyunca
dizensiz bir sekilde ¢gogdalir (Gartner 1975, Ain vd 2006).

Fare ve sicanlarin nihai plasentas! diskoiddir ve sirasiyla yaklagik olarak
gebeligin 11. ve 12. gunlerinde, yani gebeligin ortasinda sekillenir. Anatomik ve fizyolojik
olarak farkl 3 bélgeye sahiptir: fetal-plasental alan Uzerinde daha i¢te bulunan plasental
labirent; spongiotrophoblastdan, glikojen hicrelerinden ve blastosistin  orijinal
duvarindan olugsan baglanti bdlgesi; trofoblastlarin endometriyuma girmesiyle olusan
trofoblast dev hicre tabakasi (Cross 2000, Hemberger ve Cross 2001).

Trofoblast dev hicre tabakasi, implantasyona, uterus invazyonuna aracilik eden
ilk hicrelerdir ve fetal-plasental alan Gzerinde daha dista yer alir. Bunlar ikincil trofoblast
dev hucreleri olarak bilinir ve polar trofoektodermden turetilirken, birincil trofoblast dev
hicreleri nihai plasentaya katkida bulunmaz ve mural trofoektodermden turetilir (Cross
2000). Trofoblast dev hiicreleri, hiicre dongisuni terk eden, boélinmeyi durduran ve
endoreduplikasyon yoluyla poliploid haline gelen, mitozsuz DNA replikasyon déngulerine
giren trofoblastlardan ortaya cikar. Plasentanin ana endokrin hiicrelerinden biridir clinki
anne kaninin implantasyon yerine akisini, ovaryum progesteron sentezini ve laktogenezi
dizenleyen birgok sitokin ve hormon (Uretirler. Trofoblast dev hicrelerinin ¢ogu
desiduaya migrasyon yapar. Bununla birlikte, sican plasentasinda maternal kani
implantasyon yerine getiren spiral arterleri igsgal eden, trofoblastik dev hicrelerin bir alt
tipi tanimlanmistir. Bu kanita dayanarak, trofoblast dev hicrelerinin, en azindan
siganlarda uterin vaskuler yeniden sekillenmeye de katildidi bilinmektedir (Adamson vd
2002, Cross vd 2002, Cross 2005).

Plasentanin orta tabakasi olan birlesme bélgesi, trofoblast dev hlicre tabakasi ve
daha digsal olarak mezometriyal desidua ile sinirlanmigtir. Bu bdlge ayni zamanda
"trofospongium", "spongiotrofoblast" ve "stingerimsi bdlge" olarak da adlandirilir. Dort
trofoblast soyu, birlesme bdlgesinde bulunan progenitér hicrelerden farklidir: ikincil
trofoblast dev hiicreleri, spongiotrofoblast, glikojen hiicreleri ve invazif trofoblastlar. i¢
hicre kitlesi ile yakin temasa yanit olarak, bu hicrelerin timu fibroblast blytme faktoru
4 (FGF4) aracili gogalmaya maruz kalir. Spongiotrofoblastlar oval ve tek ¢ekirdekli iken,
plasentada gebeligin 12. gununden itibaren ortaya gikan glikojen hucreleri daha yogun
cekirdeklere sahiptir ve sitoplazmalarinda glikojen granulleri bulunur. Spongiotrofoblast,
korpus luteumdan progesteron salgilanmasinin surdirtilmesini ve diger islevlerin yerine

gelmesini saglayan bir endokrin glanduler kompartman goérevi gorur. Spongiotrofoblast
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ve ikincil olarak sinsityotrofoblast, hamilelik sirasinda luteotropik ve laktojenik hormonlar
Uretir. Bir baska varsayilan spongiotrofoblast islevi, ¢dzlinebilir fms benzeri tirozin kinaz-
1 (sFlt-1) ve proliferinle iligkili protein (rPIf) gibi anti-anjiyojenik faktorlerin salgilanmasiyla
maternal plasentada fetal endotel biylmesinin sinirlandiriimasidir. Plasental gelisimde
degisiklik olmasi durumunda, spongiotrofoblast ve glikojen hiicreleri arasindaki dengede
kalitatif degisiklikler meydana gelir (Adamson vd 2002, Cross vd 2002, Cross 2005, Coan
vd 2006, Burdon vd 2007).

Glikojen hucreleri, spongiotrofoblastta ortaya c¢ikan belirsiz bir kdkene sahip
trofoblastlardir.  Spesifik bir gen olan Tpbp (4311) 'yvi eksprese eden
spongiotrofoblastlardan kaynaklandiklar diastnilmektedir. Alternatif olarak, glikojen
hicrelerinin, ektoplasental konide spongiotrofoblast kdk hcrelerinden farkli olan bir
hicre grubunun spesifik bir belirteci olan protokaderin 12'yi (PCDH12) eksprese
ettiklerinde spongiyotrofoblasttan ayrilabileceklerine dair kanit vardir (Bouillot vd 2006).

Glikojen hlcreleri, kani implantasyon bdlgesine tasiyan ve arteriyel kas duvarini
yeniden sekillendiren uterin spiral arterleri invaze etmeleri agisindan insan ekstravilléz
trofoblastlarina da benzer. Bu islem, kan akisinin artmasina, oksijen ve besin
maddelerinin implantasyon bdlgesine tasinmasina neden olur. Sicanlarda glikojen
hicreleri maternal desiduayi invaze eder ve uterusun dogal oldiricu hiicreleri (uNK'ler)
ile etkilesime girerek onlari uterus spiral arterlerini degistirmeye tesvik eder. Desiduaya
girdikten sonra glikojen hucreleri, hicre ici bilesenlerini, glikojeni ve hormonlarini
interstisyel bosluga salarak sitolitik bir strece girer. Bu bilesenlerin, enerji kaynaklari
olarak ve gebeligin ve / veya fetal gelisimin hormonal kontrolinde 6nemli olmasi
muhtemeldir (Adamson vd 2002, Bouillot vd 2006).

Birlesme bdlgesinden kaynaklanan invaziv trofoblastlarin, uterin vaskuler
yeniden sekillenmeye glikojen hiicreleri ve uNK'larla birlikte katilimi, bu hicrelerin
plasentadan ¢ikigi ve uterin stroma ve / veya miyometriyuma hareketlerinin zamansal ve
mekansal olarak hareketleri iyi tanimlanmigtir. Bu hucreler, uterus spiral arterlerini
gevreler, bunlara nufuz eder ve insan ekstravilléz trofoblastinkine benzer bir retrograd
migrasyon sergiler. invaziv endovaskiiler trofoblastlar endotelin yerini alirken, interstisyel
trofoblastlar kan damarlari arasinda lokalize olur. Gebeligin 13.5 glnlne kadar,
sigcanlarda ve farelerde trofoblast invazyonu, endovaskuler ortamla sinirlidir ve dista
mezometriyal desidua ile ¢evrelenmistir. Gebeligin 14.5 gini sonrasinda, siganlarda
endovaskuler ve interstisyel trofoblast metriyal bezde (uterine natural killer uNK)
tanimlanabilir (Burton 2009, Silva ve Serakides 2016).

Bu gdzlemlere dayanarak, siganlarda ve farelerde interstisyel ve endovaskuler
trofoblast invazyonu ve vaskuler degisiklikler, insanlardaki sureclere ¢ok benzer. Bunun

aksine, insan invaziv trofoblastlarin kan damari duvarina dahil edilmesi, siganlara gére
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daha fazla PAS-pozitif fibrinoid matris birikimi ile iliskilidir. insanlarda intramural
trofoblastlarin dahil edilmesi, ayni zamanda, si¢anlarda ve farelerde gézlemlendigi gibi,
vaskuler diuz kas ve elastik liflerin ortadan kaldiriimasi ve ardindan bir yeniden
endotelizasyon sireci ile iliskilidir. Bu tirler arasindaki fark, insanlarda interstisyel
invazyonun, endovaskiler invazyondan oénce gelmesindendir; bu durum, insanlarda
interstisyel trofoblastin erken vaskiler yeniden modellemede de bir rol oynamasiyla
iligkili olabilir. Aksine, sican ve farelerin endovaskuiler invazyonu, interstisyel
invazyondan 6nce gelir. insanlara benzer sekilde, sican trofoblastlari, mezometriyal
Uggene uzanan desidua'yl derinden invaze eder. Farelerde, bunun tersine, interstisyel
trofoblastik invazyon, miyometriyuma uzanmaz ve endovaskdler invazyon, ¢ok sinirlidir
ve mezometriyal desidua ile sinirlidir. Ayrica, invaziv fare trofoblastlari perivaskuler bir
yol izler ve sigcanlarda oldugu gibi limen ici degildir. Bu nedenle sican, trofoblast
invazyonunu sinirlayan deneysel kosullarin incelenmesi icin fareye gore daha umut
verici bir hayvan modelini temsil edebilir (Silva ve Serakides 2016).

Plasental diskin en buydk kismi olan plasental labirent, allantoisin koryonik
ektoderm ile etkilesimi, trofoblastlar tarafindan sinsityum olusumu ve maternal-fetal
bariyerin kurulmasindan kaynaklanir. Ekzosdlomik bosluk ve allantois tUzerinde yer alan
koryonik ektoderm, ekzos6lomik bosluk icinde epiblastin posterior primitif gévdesinden
kaynaklanir. Allantois ektoplasental koniye dogru gelisir, sirasiyla farelerde ve sicanlarda
gebeligin 8.5 ve 9.5 glnlerinde koryonik ektoderm ile birlesir, bu ddnem embriyo iginde
kalp atisinin ve dolasimin baglamasina denk gelir. Koryoallantoik fizyonun, allantois
Uzerinde ifade edilen hicre adezyon molekuli VCAM1'e ve koryonik mezotelyum
tarafindan ifade edilen ligand a4-integrine bagh oldugu bilinmektedir. Bununla birlikte,
tim VCAM1 veya a4-integrin eksikligi olan fareler koryoallantoik flizyonda basarisiz
olmamaktadir, bu da farkli adezyon mekanizmalarinin da dahil oldugunu gostermektedir
(Gekas vd 2005, Watson ve Cross 2005).

Koryoallantoik flzyon sirasinda, trofoblast 3 katmana: fetal endotel ile temas
halinde olan 2 sinsityotrofoblast katmanina ve maternal kanla temas halindeki bir
sitotrofoblast katmanina farklilasmaya baglar. Bu tip plasental gelisim, hemo-
monokoriyal olan insan plasentasindan farkli olarak hemo-trikoriyal plasentasyon olarak
bilinir. Sinsityotrofoblast, Gecm1 genini ifade eden trofoblast hicrelerinin fuzyonu ile
olusur ve endometriyumda koryoallantoik flizyona kadar farklilasmasi baslamaz. Ayrica
plasental labirent, trofoblast dev hiicrelerine farklilasabilen kdk hiicrelerden olusur.
Bununla birlikte, bu dev hicrelerin hormon dretimi igin sinirli bir kapasitesi vardir.
Plasental labirent, maternal-fetal degisimin ana alanidir, ¢lnki sinsityal trofoblast
hicreleri, anne ve fetal kompartmanlar arasinda besin ve atiklarin transferine aracilik

eder. Besin tagsinmasini en Ust dizeye gikarmak igin anne ve fetal kan labirent iginde
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ters yonde akar. Bu bdlge, icinden anne kaninin aktigi intervilldz aralikla c¢evrili, insan

plasental villuslarina karsilik gelir (Silva ve Serakides 2016).

2.2.2. Trofoblast faklilagmasi

Memeli gelisiminin erken ddnemlerinde konseptus, i¢ hicre Kkitlesi ve
trofoektoderm olarak farklilagir. Bu sureg sirasinda, insan, sigan ve farelerin hemokoriyal
plasentasini olusturmak igin, trofoektodermde bulunan koék hicreler, endometriyal
epitelyuma sizar ve her biri belirli islevlere sahip g¢esitli hiicre alt tiplerine farklilagir.
Trofoektoderm, herhangi bir fetal doku olusumuna katkida bulunmaz, ancak plasenta ve
diger embriyonik eklerin olusumuna katkida bulunur. Trofoektoderm hicrelerinin
c¢ogalmasi ve farklilasmasi, onu plasentanin en blyuk bileseni yapar. Embriyonun
dokulari, amniyon, yolk kesesi ve allantoisin ana bilesenleri, i¢ hiicre kitlesinden tiretilir
(Cross 2000, Armant 2005).

Trofoektodermin farkhlasmasinda rol oynayan molekiler olaylar tam olarak
bilinmemektedir. Sicanlarda ve farelerde, Eomes, Cdx2 ve Mash2 gibi kritik
transkripsiyon faktorleri, cesitli trofoblast hlicre alt tiplerinin gelisimini kontrol eder.
Ancak, insanlarda invaziv trofoblast farklilasmasini hangi faktorlerin belirledigi agik
degildir. Ornegin, invaziv trofoblast dev hiicre farklilasmasi sirasinda énemli olan
transkripsiyon faktorleri, farelerde tarif edilmis olsa da bu faktorlerin insan invaziv
trofoblastlarinda ekspresyonu ve dagihmi mutlaka ayni rolleri géstermez. Bu, sadece
insan ve kemirgen plasentasinda gézlemlenen plasental morfoloji ve trofoblast hicre alt
tiplerindeki farkliliklar ile degil, ayni zamanda ¢esitli gebelik ddnemlerinde insan invaziv
trofoblastlarini incelemenin zorlugu ile de agiklanabilir (Riley vd 1998, Knofler vd 2002,
Cross vd 2003, Loregger vd 2003, imakawa vd 2004, Meinhardt vd 2005).

Siganlarda ve farelerde bazi transkripsiyon faktérlerinin, trofoblastlarin ilk
farklilasmasini tesvik etmede ve yénlendirmede kritik rollere sahip oldugu bilinmektedir.
Erken evre fare embriyolarindan fare trofoblast kok hlcre dizilerinin olusturulmasi, bu
surecin yani sira, trofoblast kdk hicre populasyonunun kendi kendini yenilemesini tesvik
eden mekanizmalari incelemek igin de yararli olmustur. Trofoblast kok hcreleri
(TKH'ler), fibroblast blyume faktori 4 (FGF4) ile desteklenmis fare embriyonik
fibroblastlarn (FEF) ile kosullandiriimis ortam varliginda in vitro olarak turetilebilir ve
korunabilir. FEF kosullu ortam ve FGF4 olmadan, trofoblast kok hicrelerinin
spongiotrofoblast, sinsityotrofoblast ve dev hiicreler dahil olmak tzere plasentanin gesitli
hiicre tiplerine farklilagsmasi meydana gelir. FEF-kosullu ortam, farklilagsmamis durumun

cogalmasini ve surdlrilmesini saglayan TGFb ve / veya aktivin saglar, cunkd TGFb
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yolaginin inhibisyonu, TKH'lerin farklilasmasina neden olur. Bununla birlikte, insan
trofoblast kdk hicrelerini tiretmek icin FGF4 tabanli bir strateji kullanma girisimleri
basarisiz olmustur, bu da insan trofoblast kok hlcrelerinin kendi kendini yenilemesi icin
baska faktorlerin de gerekli oldugunu géstermektedir (Erlebacher vd 2004, Red-Horse
vd 2004, Tanaka 2006).

Eksprese edilecek ilk transkripsiyon faktérleri, Eomes ve Cdx-2, preimplantasyon
doneminde trofoblast kok hucre farklilagsmasini etkiler ve FGF4 tedavisine yanit olarak
fare trofoblast kok hucrelerinin ifadesi artar. Tead4, EIf5, GATA3, Tcfap2c, Esrrb ve Sox2
gibi diger transkripsiyon faktorleri de fare trofoblast kok hucrelerinin multipotent
durumunun spesifikasyonu ve / veya devamliligi icin kritiktir. Clnkld bu genlerin
susturulmus oldugu fare embriyolari Eomes ve Cdx2 dahil olmak Gzere trofoektoderm
spesifik genleri eksprese etmez ya da azalmis ekspresyonuna sahiptir ve implantasyon
Oncesi asamalarda 6Imektedir (Nishioka vd 2008, Latos ve Hemberger 2014).

implantasyon ve implantasyon sonrasi dénemler sirasinda, transkripsiyon
faktorlerinin Hand1, AP-2y, ETs-2, Mash2, Gem1, Ascl2, GATA2 ve FosL1'in ardisik
ifadesi, cesitli trofoblast alt populasyonlarinin farklilasmasina neden olur (Hughes vd
2004, Ray vd 2009, Renaud vd 2014).

Hemokoriyal plasentada, 6zel trofoblast popUlasyonlari plasentayi terk edebilir ve
dogrudan anne kaniyla temas etmek igin desidua'ya dogru hareket edebilir. Bu gelisimsel
sureg, hipoksiye bagl sinyal yollarina baghdir ve sicanlarda invaziv trofoblast soy, esas
olarak gebeligin 8,5 ila 9,5 guinu arasindaki hipoksi uyarisina bagldir. Siganlara benzer
sekilde, insan sitotrofoblastik hicrelerinin in vitro olarak dusuk oksijene maruz kalmasi,
invaziv potansiyele sahip ekstravill6z trofoblast fenotipi boyunca bunlarin farklilasmasini
da uyarir (Adelman vd 2000, Robins vd 2007, Rosario vd 2008).

Ek olarak, HB24 ve DLX4 gibi trofoblast farklilagsma potansiyelini kontrol eden
¢oklu homebox genleri, birinci trimester insan plasentasindan gelen invaziv
trofoblastlarda tanimlanmistir. Jia vd. (2014), Cdx2'nin MMP9 ekspresyonunu uyarmak
ve Timp1 ekspresyonunu azaltmak igin HTR-8 / SVneo ekstravilldz trofoblast hicre
invazyonunu ve migrasyonunu tesvik ettigini gosterdi. Cdx2'den farkl olarak, Cdx1 ile
transfekte edilmis HTR-8 / SVneo ekstravilloz trofoblast hicrelerinin, MMP9
ekspresyonunu azaltarak ve Timpl ekspresyonunu arttirarak in vitro invazyonu ve
migrasyonu azaltigi gosterlilmistir (Quinn vd 1997, Quinn vd 1998, Jia vd 2014).

Baska bir homebox geni, STAT3, JEG-3 insan trofoblastlarinda ve ilk trimester
insan trofoblastlarinda tanimlanmistir, ancak gebelidin sonlarinda trofoblastlarda tespit
edilememigtir ve bu durum trofoblast invazyonunda bir roli oldugunu dustindirmektedir.

Trofoblastik invazyonu engelledigi bilinen plasental leptin, JEG-3 trofoblastlarinda ve
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insan sitotrofoblastlarinda STAT3 ekspresyonunu ve aktivitesini artirir (Corvinus vd
2003, Poehlmann vd 2005).

Baska bir transkripsiyon dizenleyici faktoriin, peroksizom proliferatér ile aktive
edilen reseptdér gammanin (PPAR-g) aktivasyonu, insan sitotrofoblastlarinin ve HIPEC
65 trofoblastik hicrelerin in vitro invazyonunu azaltirken, antagonistler yoluyla
inhibisyonu, bu hlicrelerin invazivligini arttirarak trofoblast hareketliliginde bu faktérin bir
inhibitér rolii oldugunu diisiindiirmektedir. ilging bir sekilde, PPARg aktivasyonu, insan
koryonik gonadotropinin (hCG) ekstravilloz trofoblast ekspresyonunu ve sekresyonunu
etkiler; bu da PPAR-y'nin trofoblast invazyonu uzerindeki olumsuz etkilerinin, gebelik
sirasinda hCG seviyelerindeki azalmalara aracilik edebilecedini diusindirmektedir
(Tarrade vd 2001, Handschuh vd 2007).

Yu vd. (2014), JEGS3 insan trofoblast soyundaki Notch-1 ifadesinin trofoblast
migrasyonu ve invazyonu igin énemli oldugunu, dyle ki bu hicreler igin, bu faktorin RNA
interferans1 aracili  nakavt yoluyla in vitro inhibisyonunun, MMP2, MMP9
ekspresyonunun ve NF-kB sinyalinin azalmasina, epitelyal-mezenkimal gecis igin bir
isaret olan E-kaderin ekspresyonunun artmasina neden oldugunu gdOstermistir.
Preeklampsili plasentalarda Notch-1 ekspresyonunun azaldidi bilinmektedir. Notch-1'in
insan trofoblastlarindaki roliine benzer sekilde, insan trofoblast soylarinda Notch-2'nin
inaktivasyonu da intrauterin trofoblastik migrasyonu etkiler ve maternal uterin spiral
arterlerin trofoblastik invazyonunu azaltir (Cobellis vd 2007, Haider vd 2014, Tripathy vd
2014, Yu vd 2014).

2.2.3. Intrauterin trofoblast migrasyonu

Trofoblast hicreleri, desiduayi invaze eder ve maternal bagisiklik hicreleri ile
iletisim, hormon ve sitokin dretimi, maternal arteriyollerin endotel hicrelerinin ikame
edilmesi ve anjiyogenez gibi cesitli islevlere sahiptir. Bununla birlikte, bu &ézelliklerin
dizenlenmesi, bol miktarda hucre ici ve hicre disi sinyale baglidir (Silva ve Serakides
2016).

invaziv Trofoblast

Uterus dokusu ve maternal kan damarlarina trofoblast invazyonu, kemirgen ve
insan gebeligi ve fetal gelisimi sirasinda énemli bir surectir. Olaganustu plastisiteleri
nedeniyle, invaziv trofoblastlar, plasentanin maternal dokuya sabitlenmesi, hormon
salgilanmasi, desidual anjiyogenez / lenfanjiyogenezin modile edilmesi ve maternal

uterin spiral arterlerin yeniden modellenmesi gibi ¢cok sayida iglevi yerine getirir. Bu son
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islev, plasentaya kan akisini artirmak ve béylece gelismekte olan fetlise yeterli besin ve
oksijen aktarimini saglamak icin kritiktir. Artan sayida blylime faktérl, anjiyogenik
faktorler, sitokinler ve trofoblastik hicre migrasyon kinetigini kontrol eden proteazlar,
oncelikle ilk G¢ aylik donem ve tam dénem insan koryonik villus eksplantlari ve / veya
HIPEC 65, JEG3, BeWo ve HTR8 / SVneo gibi insan trofoblast hiicre hatlari kullanilarak
tanimlanmistir. Bununla birlikte, insanlarda, si¢ganlarda ve farelerde in vivo plasentasyon
sirasinda bu faktorlerin cogunun dnemi bilinmemektedir (Silva ve Serakides 2016).

Trofoblastik invazyonun in vitro kontrolinin ¢ogu, sicanlarda ve insanlarda
invaziv trofoblast fenotipini dizenleyen fosfatidilinozitol-3-kinaz / serin-treonin (PI3K /
Akt) hucre ici sinyal yolaginin aktivasyonu yoluyla buylime faktorleri ve sitokinler
tarafindan gerceklestirilir. PI3K veya Akt'nin bozulmasi, invaziv fenotip ve trofoblast
hicre invazyonu ile iliskili genlerin bir ekstraselller matriks yoluyla ekspresyonunu inhibe
eder. Bu eylemlere, FosLlI proteininin aktivasyonu yoluyla aracilik ettigi distintlmektedir
(Schreiber vd 2000, Knofler vd 2010).

Bununla birlikte, PI3K / Akt sinyal aktivatorlerinin ¢ogu sadece trofoblast
tarafindan degil, ayni zamanda desidua, uNK hicreleri ve uterus makrofajlari tarafindan
da salgilanir, bu da gesitli hiicre tipleri, aracilar ve sinyal yollarindan olusan karmasik bir
agin, trofoblast invazyonunu dizenledigini disundurtr (Schreiber vd 2000, Knofler vd
2010).

Siganlarda ve farelerde trofoblast invazyonunun, kismen MMP'ler ve Timp'ler
tarafindan dizenlenen uterus ekstraselller matriksinin degredasyonu ve yeniden
sekillenmesini igerdigi bilinmektedir. MMP9 ve MMP14'Un invaziv hicrelerde yuksek
oranda ifade edildigi bildirilmistir ve embriyodan tiretilmis MMP9 ve uterustan turetilmis
Timp3, fare trofoblasti tarafindan ESM degradasyonunun anahtar duzenleyicileri olarak
gorunmektedir. Bununla birlikte, sicanlarin, farelerin desidua ve miyometriyumunda
endovaskller, interstisyel trofoblast hicrelerinin ilerleyisini kontrol eden faktérler ve
dizenleyici mekanizmalar, henlz insan trofoblast hucrelerinin kullanildigi in vitro
arastirmalarla aciklanmamigstir. Adezyon molekdllerinin farkli ifadesi, koloni uyarici
faktor-1, epidermal blylime faktorl, hepatosit bluyime faktori ve insilin benzeri blylime
faktoru-1 gibi bazi faktdrler, insan trofoblast hiicresi invazyonunun uyaricilari olarak dahil
edilmistir (Silva ve Serakides 2016).
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2.3. implantasyon Siirecinde Etkili Molekiiler Mekanizmalar

Blastosist implantasyonu, disi Ureme yollari tarafindan salinan sinyaller ile
baglantili olarak calisan, intrinsik embriyonik programa baglidir. Ayrica implantasyon
surecindeki blastosist de gebelik sirecinde endometriyal degisiklikleri dizenler. Bu
molekiler diyalog sayesinde implantasyon 6ncesi endometriyum embriyonik sinyalleri
alir ve yanit verebilir hale gelir. implantasyon sirecinin baslica faktérleri arasinda
blylime faktoérleri, sitokinler ve bunlarin reseptorleri, hiicre adezyon molekilleri ve
ligandlar, sinyal ara Urlnleri, proteazlar ve transkripsiyon faktérleri bulunur. Embriyonik
sinyaller, hamileligin erken ddénemlerinde hiicresel yeniden dizenlenmeyi koordine
etmek icin implantasyon periyodu oncesinde ve sirasinda endometriyumdaki
biyokimyasal degisiklikleri ortaya cikarmada buylk bir etkiye sahiptir. Trofoblast
hlcrelerinde, parakrin duzenleyiciler yoluyla gesitli sinyalleme yollarinin aktivasyonu,
efektdr molekiillerin ekspresyonunu degistirir. Bu karsilikli sinyal aracili diyalogun nihai
sonucu, trofoblast invazyonunda bir artis veya azalma olup olmayacagina karar verir.
Trofoblastik hicrelerde ¢esitli sinyallesme yolaklarinin gogunun ekspresyonu saptanmis
ve bunlarin invazyon baglaminda igleyis mekanizmalari birka¢ derlemenin konusu
olmustur (Gdékgimen ve Temel 2004, Knofler 2010, Modi vd 2012, Silva ve Serakides
2016). Literature bakildiginda, desidua kaynakli parakrin duzenleyiciler tarafindan aktive
edilen ve trofoblast invazyon surecini etkileyen bazi anahtar sinyal yolaklari géze

carpmaktadir. Bu sinyal yolaklari:

Janus kinaz (Jak)-sinyal donustirlcl ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) sinyal yoladi
IL-6, IL-11, LIF (L6semi inhibitor faktor), HGF (Hepatosit buylime faktori), GM-
CSF(Granulosit-makrofaj koloni uyarici faktor) gibi (Sekil 2.1) bir ¢ok sitokin ve blyume

faktori bu yolagi aktive ederek gelisimin dizenlenmesini saglayan gen ifadelerini
olusturmaktadir (Justine vd 2008). Ayrica trofoblastik invazyonu inhibe ettigi bilinen
leptin, insan sitotrofoblastlarinda STAT3 ekspresyonunu ve aktivitesini artirir
(Poehimann vd 2005).
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Sekil 2.1 Trofoblast hlicrelerinde parakrin faktorler tarafindan aktive edilen sinyal
yollari (Modi vd 2012).

Hucre disi sinyalle dizenlenen kinaz 1/2 (ERK1/2) aracili sinyal yoladi

Aktif ERK1 / 2'nin 12. haftaya kadar plasenta villuslarinda saptanabilir olmasi
gebeligin ilk trimesterinde, plasental gelisimde rol oynadidini géstermektedir (Fitzgerald
vd 2005). IGF-II, IGFBP-1 ve EGF trofoblast invazyonunu diizenlemek i¢cin ERK aracili
sinyal yolunu kullanir (Gleeson vd 2001, Mckinnon vd 2001). IGFBP-1, Arg-Gly-Asp
(RGD) alani araciligiyla integrin alfaSbeta1'e baglanir ve ERK1 / 2'nin aktivasyonunu,

fokal adezyon kinazin (FAK) aktivasyonu yoluyla gerceklestirir.

TGF aracili sinyal yolagi

TGF, trofoblastik hicre fonksiyonlarinin énemli bir dizenleyicisidir. TGF-beta
super ailesinin Uyeleri, sinyalini aktin reseptér benzeri kinazlar (ALK) olarak da bilinen
Tip | ve Il Ser / Thr-reseptdr tirosin kinazlarin ¢esitli izoformlarina baglayarak iletir. Her
bir TGF-beta Uyesi, tip | ve Il reseptdrinun spesifik kombinasyonuna baglanir, bdylece
otofosforilasyona ve birkag alt sinyalizasyon yolunun daha fazla aktivasyonuna yol acar.
TGF-beta sinyali ayrica ERK, Jun N-terminal kinaz (JNK), p38 mitojenle aktiflestirilmis
protein kinaz (p38MAPK) ve Rho GTPazlari da aktive edebilir. TGF-beta ayrica
hucrelerin migrasyonunu dizenlemek i¢in RhoA / Rho ile iligkili kinaz (ROCK) yolunu
aktive eder. Kimyasal inhibitéri Y27632 ile ROCK'nin inhibisyonu, endometriyal hlcre
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tabakasindaki sinsityotrofoblast migrasyonunun TGF-beta aracili inhibisyonunu ortadan
kaldirmistir (Fafet vd 2008).

Fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) / serin treonin kinaz (AKT) yolagi

Trofoblastik invazyonun in vitro kontrolinin c¢ogu, sicanlarda ve insanlarda
trofoblast invaziv fenotipi diizenleyen fosfatidilinositol-3-kinaz / serin-treonin kinaz (PI3K
/ Akt) hlcre igi sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla biyime faktorleri ve sitokinler
tarafindan uygulanir (Sekil 2.2). PI3K veya Akt'nin bozulmasi, bir ekstraselller matriks
yoluyla invaziv fenotip ve trofoblast hlicre invazyonu ile iligkili genlerin ekspresyonunu
inhibe eder (Knofler 2010).

P13 Kinase/Akt Signaling

(f:; w M’?"h

6""“'

Pathway Diagram Key
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Sekil 2.2 PIBK/AKT sinyal yolagi(WEB_1)
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mTORCc Sinyal Yoladi

instilinin, erken embriyogenezde hicre fonksiyonunu ve farklilasmasini

dizenleyerek, fetal gelisim Uzerinde uzun sireli pozitif etkileri oldugu iyi bir sekilde
karakterize edilmistir (Leese ve Brison 2015). insiilin, besin kullanilabilirligini eslestirmek
icin hiicre ici mTORCH1 sinyalini kullanarak hiicresel tepkileri baslatir. insiilin dogrudan
insulin reseptord ve IRS / PI3K / AKT / mTORC1 yolagi Uzerinden sinyal verir (Cheng vd
2010, Leese ve Brison 2015) (Sekil 2.3). Deneysel kanitlar, mTORC1 yolundan sinyal
gonderiminin trofoblast hareketliliinde (Martin ve Sutherland 2001, Martin vd 2003,
Gonzalez vd 2012), proliferasyonda (Kim vd 2013) ve implantasyonda (Zeng vd 2013)
onemli bir rol oynadigini gostermektedir. Dahasi mTOR geni ifadesi olmayan embriyolar
5,5. gunde geligiminin durmasi ile implantasyon basgarisizligiyla sonuglanmistir (Gangloff
vd 2004).

2.3.1. Enerji homeostazi ve AMPK sinyal agi

instilin direnci ve diyabet modelleri, benzer sekilde, mMTORC yolunu igeren insiilin
sinyallesmesinin etkisini, ancak bir bagka énemli metabolik sensor olan AMPK ile iligki
halinde gostermistir (Sekil 2.4). AMPK, hucresel enerji dengesinin korunmasindan
sorumlu anahtar olarak gorilmektedir (Leese ve Brison 2015). AMP dlzeyleri ylkseldigi
zaman, ATP tukenimi gézlenir ve© AMPK mTORCH1 inhibisyonu yoluyla protein sentezi
de dahil olmak Uzere, ATP-tiiketen anabolik yollari kapatir ve downstream hedeflerinin
fosforilasyonu yoluyla, glukoz alimi ve yag asidi oksidasyonu gibi katabolik, ATP Ureten
yollari uyarir (Viollet vd 2009, Leese ve Brison 2015). Ylksek insilin veya IGF1
seviyelerine maruz kaldiginda, blastosistler IGF1R ekspresyonunu azaltarak insuline
direngli hale gelir. Glukoz alimi azalir ve apoptoz artar, bunu daha sonra erken emilim
ve buylime kisitlamasi izler. AMPK aktivatoérleri, trofoblast kdék hicrelerini kullanarak
AMP / ATP oranini arttirmakta ve bu etkiyi tersine gevirebilmektedirler (Eng vd 2007,
Louden vd 2008).
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Sekil 2.4 mTOR, AKT ve AMPK iligkisi (Zeng vd 2010)

implantasyon siirecinin baglica faktorleri arasinda gesitli transkripsiyon faktérleri
(HoxA10, HoxA11, 6strojen reseptorleri, prolaktin reseptorleri), sitokinler (TNF-a, IL-6,
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IL-11, IL-1 alfa ve beta, LIF, TGF), hormonlar ve blyime faktérleri (IGFBP1, prolaktin,
VEGF, glikodelin, IGF1, Cox1 ve 2), sinyal molekiilleri (protein kinaz a dizenleyici ve
katalitik alt Gnitesi 1A, NOS, SWAP70), adezyon molekdilleri (integrin alfa 1,3,4 ve a5b3,
mucin 1, diz kas miyozin 2) ve proteazlar (MMP2, MMP9, MMP14, Timpl, Timp2,
Timp3, Ubiqutin) gérev almaktadir. Bu faktorler arasindan, sinsityotrofoblast hiicrelerinin
invazyonunda MMP’lerin roll olduk¢a énemlidir. Desidua hticrelerinin pargalanmasi ve
trofoblast hucrelerinin ilerleyebilmesi ve sonrasinda invazyonun sinirlandirilip durmasi

icin MMP/Timp dengesi kilit rol oynamaktadir.

2.3.2. implantasyonda gorev alan matriks metalloproteazlar ve doku
inhibitorlerinin etkisi

Matriks metalloproteazlar multigenik bir endopeptidaz ailesidir. Ekstraselller
matriksi parcalayan, nétral pH’da aktif olan bu proenzimler, fibroblastlar, osteoblastlar,
kondrositler, endotel hcreleri, makrofajlar, noétrofiller gibi c¢esitli bad dokusu
hucrelerinden salgilanirlar. MMP’ler yara iyilesmesi, kemigin yeniden yapilanmasi,
uterus ve meme dokusu fizyolojik fonksiyonlari, ovulasyon, embriyogenezis, embriyo
implantasyonu, laktasyon gibi fizyolojik slireclerde yer aldigi gibi ayni zamanda artrit,
timor hlicresinin invazyonu ve metastaz gibi patolojik streglerde de rol oynarlar (Aksun
vd 2001).

Ekstravilloz trofoblastlar, ekstraselller matriksi biyokimyasal olarak bozmak igin
yuksek miktarlarda MMP Ureterek bu aktif invaziv potansiyele ulasirlar. Desidua hucreleri
de ayni zamanda MMP'lerin proteolitik aktivitesini antagonize etmek ve invazyonu
sinirlamak icin Timp'leri Uretir (Lala ve Graham 1990, Librach vd 1991, Brows vd 1996).
Molekiler dizeyde, desidua hicreleri MMP'lerin ekspresyonunu arttirir ve trofoblast
hucrelerinde Timp'leri inhibe eder. Etkileri hicre hattina bagl olarak degdigkenlik
g6sterebilmektedir. Ornegin, desidua hicreleri, ACH3P hiicrelerinde MMP 2, -3 ve -9
ekspresyonunu arttirip, Timp-1, - 2 ve -3 ekspresyonunu inhibe etmektedir fakat JEG-3
hucrelerinde ise Timp2'nin ekspresyonunu arttirirken Timpl1 ve Timp3'U baskilamaktadir
(Godbole vd 2011). ilging bir sekilde, LIF bagiml STAT3 aktivasyonundan etkilenen iki
proteazin mRNA seviyelerinin, invaziv hicre davranigina veya implantasyonuna katkida
bulundugu tarif edilmistir (Menghorst vd 2012). Timp1 ekspresyonunun, LIF'e yanit
olarak azaldigi ve daha 6nce IL-1b dénusturict enzim homologu 2 (ICH-2) olarak
adlandirilan, kaspaz-4'in ekspresyonunun ise arttigi gértulmustir (Fitzgerald vd 2005,
Fitzgerald vd 2008). Timp1 promotor bdlgesinde STAT3 tanima bodlgesi

bulundurmaktadir. immiinoreaktif IL-1b, villdz sitotrofoblast ve sinsityotrofoblastlarda
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bulunur (Simon vd 1994a, Simon vd 1994b, Fitzgerald vd 2008) ve en azindan
endometriyal stromal hiicrelerde Timp1 mRNA'sinin ekspresyonunu acgik bir sekilde
baskilar (Huang vd 1998, Menghorst vd 2012). Ayrica Timpl, tim MMP'leri inhibe eder,
fakat tercihen, sitotrofoblast invazyonu igin kritik oldugu bulunan latent ve aktif MMP9'a
baglanir (Librach vd 1991, Goldberg vd 1992, Fitzgerald vd 2008). Xiaoliang Li, Chunlian
Wu vd. (2018), MMP9 promotoériindeki dimetilasyonun trofoblast hiicre migrasyonunun
azalmasi ve TET2-MMP9 aracili yolagin ekspresyonunun azalmasi ile preeklampsi

patogenezine katkida bulundugunu géstermiglerdir (Xiaoliang vd 2018).

2.4. Hipotezler

Yukarida verilen literattr bilgileri 1s1ginda doktora tez ¢calismasinin hipotezleri:

1. Diyabet, MMP-2, -3, -9 ve TIMP-1, -2, -3 ekspresyonunu etkileyerek invazyon
surecini bozmaktadir.
2. Diyabet gen ekspresyon seviyelerinde degisime neden olarak embriyo

implantasyonu ve gelisimi hatalarina yol agmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1.Galisma Grubu

Calismamizda, Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Aragtirma Birimi'nden
alinan 9-10 haftalik 300-325 gr agirhginda Wistar cinsi 48 adet disi erigkin Wistar tipi
sican kullaniimigtir. TUm denekler i¢in onerilen optimum cevresel kosullar ayni merkez
tarafindan saglanmis ve sicanlar, 1siklandirmasi (12 saat aydinhk/karanlk siklusunda,
07:00-19:00 saatleri arasi aydinlk), havalandiriimasi (%60-70 nem) ve oda isisi (20-24
0C) kontrol edilen bir odaya yerlestiriimistir. Denekler, glnlik icme suyu ve %21 ham
protein iceren pelet yemlerle (purina) beslenmistir. Bunlardan 24 disi diyabetik grup,
diger 24 disi non-diyabetik (kontrol) grup olarak rasgele segildi. Deney ve kontrol gruplari
kendi iclerinde esit sekilde ve rastgele her biri 12’ser hayvandan olusan implantasyon
(6,5. gun) ve post-implantasyon (8,5. gun) grubu olmak Uzere 2 alt gruba ayrildi.
PAUHADYEK-2019/05 numarasi ile Pamukkale Universitesi Deney Hayvanlari Etik
Kurulu’'na bagvuruda bulundugumuz ¢alismamizin 29.01.2019 tarih ve 2019/01 sayih
toplantisinda (karar numarasi: 60758568-020/8128) hayvan deneyleri etigi agisindan

uygun olduguna karar verilmistir.

3.2. Diyabet Modelinin Olugturulmasi

Deney grubu olarak secilen sicanlarda deneysel diyabet olusturmak i¢in streptozosin
(STZ) kullanildi. Litaratirde deneysel diyabet olusturmak amaciyla en sik kullanilan
yontem tek doz STZ'nin 50-60 mg/kg intraperitoneal (ip) enjeksiyonudur (Srinivasan vd

2005, Sah vd 2016). Sican agirliklarina gére ortalama deger olan 55 mg/kg STZ ip
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enjeksiyonla diyabet grubu hayvanlarina uygulandi. STZ uygulamasindan sonraki 3. giin
siganlarin kuyruk veni kanlarindan kan glukoz degeri (KGD) dlgiildi. Onceki calismalar
g6z 6nlne alinarak KGD’i 250 mg/dl nin Gzerinde olan siganlar diyabet olarak kabul edildi
(Srinivasan vd 2005, Sah vd 2016). KGD 0., 3., 10., 15. ve 20. glnlerde o6l¢uldu.

3.3. Siganlarda Gebeligin Olusturulmasi

Siganlar, dért glinde bir kizginlik géstermektedir. Deneysel ¢alismalarda kizginhk
dongusunun (6strus siklusu) takibi ve hayvanlarin gruplara ayrilmasi zor olmaktadir. Bu
nedenle digilerin ayni anda kizginlik dongulerine ulagsmalari icin yapilan islem
(senkronizasyon) gerekir. Senkronizasyon; ¢esitli hormonlar ile saglanmaktadir. Bunun
icin cesitli gonadotropinler; érnegin, Gebe Kisrak Serum Hormonu (PMSG) ve insan
Koriyonik Gonadotropin (hCG) enjeksiyonu disilerde hormonal bakimdan ayni anda
kizginlik gostermelerine neden olarak eszamanh kizginlik déngusinin olusumunu
saglamaktadir (Silva ve Serakides 2016).

Tdm bireyleri es zamanli ayni kizginlik doénglu safhasina sokma iglemi
(senkronizasyon) icin PMSG ve hCG hormonlari kullanildi. PMSG ticari olarak 5 UI/0.1
ml konsantrasyonda alindi ve si¢anlara 30 Ul/kg olacak sekilde karin zari igine (intra
peritonel) saat 12:00’de verildi. PMSG enjeksiyonunu takiben 48 saat sonra 15 Ul/kg
olacak sekilde hCG hormonu saat 12:00’de ayni yontemle verildi. hCG enjeksiyonundan
yaklasik bir saat sonra, vajinal smear yontemi ile 6strusa girip girmedikleri kontrol edildi.
Ostrusa girmis olan siganlar kafeslerde tekli olarak bekletilen déllenme yetenegine sahip
(fertil) erkeklerle bir gece ciftlesmeye alindi.

Ciftlesmeleri icin 24 saat beklenildikten sonra, plak gdsteren disilerin plak
gOsterdigi saatler not edilip, vajinal smear yontemiyle slriintiide sperm tespiti yapildi
(Silva ve Serakides 2016). Smear testinde sperm rastlanan hayvanlar ayri bir kafese
toplanarak deneye alindi. Plak veya vaginal smearde sperm gorulmeyenler deneye dahil
edilmedi. Deneye dahil edilmeyen sicanlar gerekgeleri ile deney hayvanlar etik kuruluna
bildirildi ve ek etik kurulu onayi alinarak yeni sicanlar ¢alismaya dahil edilip deney

gruplarinin sayilari 12’ye tamamlandi.
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3.4. implante Embriyolar ile Birlikte Uterus Dokularinin Alinmasi

Vajinal plagin tespit edilmesini takiben implantasyon gruplari gestasyonun 6,5.
guninde ve post-implantasyon gruplar 8,5. glininde total halde uterusun gikariimasi
icin isleme alindi. Bu islem genel anestezi altinda batinin tiraglanip ve dezenfeksiyonunu
takiben steril ortamda batin agilmasi, parafolmaldehit ile perflizyon isleminin yapilmasi
ve uterusun diseke edilmesi seklinde uygulandi. Uterusun alinmasi; Oviduktun cornu
uteri baslangici ve serviksin klemplenip, kesilerek ¢ikartiimasi yoluyla yapildi (Sekil 3.1).
Cikarilan dokularin bir kismi histolojik tetkikler icin formaldehit fiksatifine alinirken, bir
kismi (her hayvandan esit boyutlarda, 1 embriyo) RNA izolasyonu igin taze halde trizole,
bir kismi da (her hayvandan esit boyutlarda, 1 embriyo) protein izolasyonu igin RIPA
tamponuna alindi. islemin ardindan genel anestezi altindaki siganlara servikal
dislokasyon uygulanarak sakrifiye edildi. Deney gruplarinda yer alan toplam sigan ve

elde edilen embriyo sayilari Tablo 3.1'de yer almaktadir.

Sekil 3.1 implante olan konseptuslar ile birlikte g¢ikariimis uterus dokusu. A)
Implantasyon grubu (6.5 guin) B) Post implantasyon grubu (8.5. giin)
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Tablo 3.1 Deney gruplari: Yapilan analizlere gore kullanilan sigan ve emriyo sayilari
dagihimi

Non-diyabetik (Kontrol gruplari) Diyabetik (Deney gruplari)

6,5. gun 8,5. gin 6,5. gin 8,5. gin
12 12 12 12

Sican sayisi
Toplam embriyo 70 87 50 75

sayisl

2 sigcan/ 1'er

2 sigcan/ 1'er

2 sigcan/ 1'er

2 sican/ 1'er

Mikrodizin embriyo embriyo embriyo embriyo

12 sigan / 1'er 12 sigan / 1'er 12 sigan/ 1'er 12 sican/ 1'er
GZ-PZR embriyo embriyo embriyo embriyo

12 sigan / 1'er 12 sigan / 1'er 12 sigan / 1'er 12 sican/ 1'er
Eliza embriyo embriyo embriyo embriyo

12 sigan 12 sigan / 12 sigan / 12 sigan/

/Toplam 67 Toplam 84 Toplam 47 Toplam 72
pIHC embriyo embriyo embriyo embriyo

3.5 Dolagimdaki MMP2, MMP3, MMP9, Timp1 ve Timp2 Tayini igin Kan Alinmasi

Siganlar sakrifiye edilecegi giin butin siganlardan kardiyak ponksiyon yoluyla 5
ml periferik kan 6rneg@i herhangi bir antikoagulan veya diger katki maddelerini
icermeyen duz tlplere alinip, pithtilagsmanin saglanmasi i¢in 30 dk bekledikten sonra
3000xg’de 15 dk santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda ayristiriimis olan serum érnekleri,
her birinde 1,5 ml olacak sekilde 2 ayri eppendorf tlipline aktarildi, ¢alisma giinine
kadar -80 “C’de saklandi.

3.6 Formaldehit Fiksasyonu ve Doku Takibi Protokolii

o Alinan dokular 72 saat %10’luk nétral tamponlanmig formaldehitte bekletildi. Bu
surenin ardindan dokular ¢ikarildi ve akan su altinda 30 dakika yikandi.

o %70’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

J %80’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.
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o %90’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

o %96’ lik etil alkolde 1 saat bekletildi.

. Absolu alkoll saat bekletildi.

. Absolu alkoll saat bekletildi.

o Ksilen I'de 1 saat bekletildi.

o Ksilen II'de 1 saat bekletildi.

. Parafin I'de 1 saat bekletildi.

o Parafin 1I'de 1 gece bekletildi.

o Dokulara parafine gdmme ve etiketlenme islemi yapildi.

3.7. immunohistokimyasal isaretleme

o Parafine gémilmus dokulardan 5 mikronluk kesitler alindi.
o Kesitler, benmariden lamlara alinip lam tasima sepetine yerlestirildi.

o Lam tasima sepeti etlivde 60 °C’de 1 gece bekletildi.

o Ksilende, deparafinizasyon islemi icin 1 saat bekletildi.

o Ksilenden ¢ikarilip havada kurutularak PAP pen ile dokular isaretlendi.

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

o Alkolden ¢ikan preparatlar distile su ile 3 kez 5 dakika slreyle yikandi.

o Antijen retrieval islemi icin édnceden hazirlanmis sitrat tamponu ile mikrodalga

finnda max sicaklik ayarinda kaynatildiktan sonra 20 dk sure ile bekletildi.

. 10 dakika PBS’de bekletildi.

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

o Phosphate Buffered Saline (PBS) ile yikanan kesitler, Uzerlerine ilave edilen
serum bloklama soltisyonu (Thermo Fisher Scientific, TP-125UB, Fremont, USA)
ile 10 dakika oda sicakhdinda bekletildi.

. MMP2(Cat: FNab 05238, Lot:20210302, FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Ltd,
China), MMP9(Cat: FNab 05247, Lot:20210302, FineTest, Wuhan Fine Biotech
Co., Ltd, China), Timpl(BT LAB, Cat: BT_AP09034, Bioassay Technology
Laboratory, Shanghai Korain Biotech Co Ltd, Shanghai, China ) ve Timp2 (Cat:
FNab 08707, Lot:20210302, FineTest, Wuhan Fine Biotech Co., Ltd, China)
monoklonal primer antikorlari 1:100 oraninda dilue edildikten sonra kesitler

Uzerine ilave edilerek 1 gece (over-night) bekletildi.
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o Kesitler, PBS ile yikandiktan sonra primer antikorlarla reaksiyon veren,
biotinlenmis afiniteye sahip sekonder antikorlarla 20 dakika muamele edildi. Bu
islem icin ticari olarak alinan genis spektrumlu evrensel sekonder antikor Kkiti
(Thermo Fisher Scientific, TP-125BN, Fremont, USA) kullanildi.

o Tekrar PBS ile yikanmasi yapilan kesitlere, biotinlenmis- sekonder antikorlara
kolayca baglanabilen horseradish peroksidaz konjugati streptavidin (HRP-SA)
(Thermo Fisher Scientific, TP-125HR, Fremont, USA) 10 dakika kadar muamele
edildi.

o Kesitler son kez PBS ile yikandiktan sonra kromojen boyasi DAB ile 3-10 dakika
kadar muamele edildi.

o Antijenin lokalizasyonunun daha iyi gdzlenmesi i¢in kesitlere hematoksilen (Merk
Harris’ hematoksilen) ile zit boyama yapildi.

. Kesitler akan suda yikanip ve sirasiyla %50, %70, %80, %96, %100’ Ik etil alkol

serilerinde 2’ ser dakika bekletildi.

o Alkol serilerinden ¢ikan dokular ksilen | ve ksilen II'de 2 ser dakika bekletildi.
o Ksilenden alinan dokularin Gzeri kurumasi beklenilmeden entellan ile kapatildi.
o Boyanma yogunlugu 1sik mikroskobunda degerlendirildi ve degerlendiriimesinde

asagidaki skala kullanildi.
(3): kuvvetli boyanma, (2): orta derecede boyanma, (1): zayif boyanma, (0): boyanma
yok

immiin boyanan her preparatin farkli alanlari kér olarak ¢ ayri arastirmaci
tarafindan degerlendirildi. Alinan kesitler 1sik mikroskobu altinda (40x) implantasyon
bolgeleri (region of interrest, ROI) Visiopharm's newCAST™ yazihimi kullanilarak segildi.
Secilen alanlar iginden, ilk sayimin yapilacagi alan rastgele segilerek her 3 alanda bir
400x buyutmede %50 sayim tarafsiz sayim gergevesi kullanilarak, hlcreler boyanma
yogunluguna gdre negatif (0), zayif (1), orta (2) ve gugli (3) olmak lizere sayildi. ilgili
proteinlerin ekspresyonlarinin semi kantitatif degerlendirmesi boyama yodunlugunun ve
pozitif hdcrelerin ylzdesinin kombinasyonuna dayanarak daha &nce yayinlanmis
yontemlere gore gercgeklestirilmistir (Soslow vd 2000). Pozitif boyanan hucre sayisi %0-
10 (1), %11-50 (2), %51-80 (3) ve %80’den fazla ise (4) olarak skorlandi. Boyama
yogunlugu, 0 = negatif; 1 = zayif; 2 = orta ve 3 = gli¢li olmak Gzere 0 ila 3 arasinda
derecelendirildi. Teorik olarak skor O ile 12 arasinda degisebilir. 9-12 arasi bir
immunohistokimya skoru guglli immuanreaktivite, 5-8 arasi orta, 1-4 arasi zayif ve 0
negatif olarak kabul edildi (Soslow vd 2000, He vd 2015).
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3.8. Dokulardaki MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 Tayini

Doku homejenatlarindaki MMP-2 (Lot: 201906019, Bioassay Technology
Laboratory) MMP-3 (Lot:201906019, Bioassay Technology Laboratory), MMP-9 (Lot:
201906019, Bioassay Technology Laboratory), TIMP-1 (Lot: 201911013, Bioassay
Technology Laboratory) ve TIMP-2 (Lot: 201911013, Bioassay Technology Laboratory)
dizeylerinin tespiti ticari olarak temin edilen sican MMP kantitatif eliza kitleri kullanilarak,
2 tekrarli olarak enzim bagh immun assay (ELISA) yontemi ile yapildi. OD degerleri 450
nm absorbans degerinde Promega Glomax Multi-Detection System cihazi kullanilarak

saptandi.

3.9. Dolagimdaki MMP-2, MMP-3, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 Tayini

Serum orneklerindeki MMP-2 (Lot: 201906019, Bioassay Technology
Laboratory) MMP-3 (Lot:201906019, Bioassay Technology Laboratory), MMP-9 (Lot:
201906019, Bioassay Technology Laboratory), TIMP-1 (Lot: 201911013, Bioassay
Technology Laboratory) ve TIMP-2 (Lot: 201911013, Bioassay Technology Laboratory)
dizeylerinin tespiti ticari olarak temin edilen sigan MMP kantitatif eliza kitleri kullanilarak,
2 tekrarli olarak enzim bagh immun assay (ELISA) yontemi ile yapildi. OD degerleri 450
nm absorbans degerinde Promega Glomax Multi-Detection System cihazi kullanilarak

saptandi.

3.10. Total RNA izolasyonu

Deney ve kontrol grubu sicanlarindan alinan uterus dokulari homojenize
edildikten sonra direkt olarak RNA izolasyonu Kkiti (GeneAll Hybrid-R, GeneAll
Biotechnology Co., LTD, Seoul, Korea) kullanilarak gerceklestirildi. izolasyon protokoli
asagida belirtilen sekilde gercgeklestirildi:
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o Homojenize edilen doku 6rnekleri tizerine 1000 pl RiboEx (Lot: REX19C27010,
GeneAll Biotechnology Co., LTD, Seoul, Korea) lizis reaktifi eklenerek vorteks

yapildi ve homojenize edildi.

o Homojenat oda sicakliginda 5 dk bekletildi.

o 200 pl kloroform eklenerek iyice karistirildi.

. 12000xg’de 15 dk 4°C’ de santrifuj edildi.

o Ust faz yeni bir tiipe aktarilarak 525 pl RBI (Lot: RB119B12001, GeneAll
Biotechnology Co., LTD, Seoul, Korea) eklendi ve pipetaj yapildi.

o 700 pl 6rnek RNeasy mini spin kolonlara (Type F) (Lot: FN018I112009, GeneAll

Biotechnology Co., LTD, Seoul, Korea) aktarildi ve oda sicakliginda 10000xg’de
30 sn santrifuj edildi ve alt faz atild1.

o Ornegin kalan kismi kolonlara aktarilarak santrifijj edildi ve alt faz atildi.

o Kolona 700 pl Buffer RBI eklenerek oda sicakliginda 10000xg’de 30 sn santrif(j
edildi ve alt faz atild1.

o Kolona 500 pl Buffer SWI (Lot: SW119D09001, GeneAll Biotechnology Co., LTD,
Seoul, Korea) eklenerek oda sicakliginda 10000xg’de 30 sn santriflj edildi ve alt
faz atild1.

o Kolona tekrar 500 pl Buffer RNW (Lot: RNW19L03013, GeneAll Biotechnology
Co., LTD, Seoul, Korea) eklenerek oda sicakhiginda 10000xg’de 30 sn santrif(jj
edildi ve alt faz atild1.

o Kolon 1.5 ml ependorf tlipe aktarildi ve kolona 50 yl RNA icermeyen su (Lot:
NFW19C29002, GeneAll Biotechnology Co., LTD, Seoul, Korea) eklenerek oda
sicakliginda 10000xg’de 1 dk santriflij edilerek RNA ependorf tipe aktarildi. RNA
ornekleri kullanilacagi zamana kadar bekletiimek Gzere -80 °C de sogutucuya
kaldirildi.

3.11. Total RNA’nin cDNA’ya Cevrimi

Total RNA o6rnekleri Hi-Capacity cDNA Revers Transkripsiyon kiti (Lot: 2D0718-
14, WizScript, WizBio Solutions, Gyeonggi-Go, Korea) kullanilarak cDNA’ya cevrildi
(Tablo 3.2).
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Tablo 3.2 cDNA dénisum reaksiyonu kosullari

Bilesen Hacim
10x RT Solusyonu 2yl
20x dNTP karisimi 1l
Random hexamer 2 ul
Reverse Transkriptaz 1l
RNase inhibitor 0,5 ul
Nukleaz icermeyen su 3,5 ul
Total hacim 10 ul

Hazirlanan 10 pl ‘lik karisim Gzerine 10 ul (1 pg) izolasyonu yapilan total RNA
ornegdi eklendi. Ardindan reaksiyon karisimi PZR cihazinda sirasiyla 25°C’de 10 dk,
37°C’de 120 dk ve 85°C’de 5 dk olacak sekilde reaksiyona tabi tutuldu. cDNA’ya dénisen

ornekler -20 °C’de saklandi.

3.12. mRNA mikrodizin Analizi

Deney grubu ve kontrol grubu siganlarindan alinan uterus dokusundan izole
edilen RNA drnekleri ND-1000 spektrofotometre (NanoDrop, Amerika) ve Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies, Amerika) cihazlar ile saflik ve kalitesi 6l¢tldi ve bu
orneklerden yeterli kaliteye sahip her grup icin 2 ‘ser adet drnek rastgele olarak segilip
mikrodizin analizine tabi tutuldu. GeneChip™ Rat Gene 2.0 ST Array platformu
kullanilarak direkt hibridizasyon yontemi ile mRNA mikrodizin islemi gerceklestirildi. RNA
ornekleri ¢ip Uzerine hibridize edilmeden 6nce cogaltildi ve biotin ile isaretlendi.
Hibridizasyon sonrasi Cy3- streptavidin ile isaretleme yapildi ve ¢ip goéruntilendi.
GeneChip™ Rat Gene 2.0 ST Array platformu iyi tanimlanmis genler (24000), gen
adaylari ve splays varyantlarini icermektedir ve transkriptomun (27000) bayuk bir kismini
saptayabilmektedir. Mikrodizin sisteminde her bir gen icin 22 adet prob bulunmaktadir.
Problar NCBI RefSeq Release 91 igerigine goére tasarlanmigtir. Problar 50mer
uzunlugunda olup artmis bir segicilik ve hassasliga sahiptir. Mikrodizin sonucu elde
edilen verilen 6rnekler arasinda kat degisimi seklinde analiz edildi ve gruplar arasinda

korelasyon analizi ve kime analizleri yapildi.
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3.12.1. Mikrodizin Sonuglarinin Analizi

Veriler Affymetrix® Power Tools'da (APT) uygulanan saglam coklu ortalama
(RMA) yéntemiyle 6zetlendi ve normallestirildi. Sonucu gen seviyesinde RMA analizi ile
aktarildi ve farkli sekilde ifade edilen gen (differentially expressed gene, DEG) analizi
gerceklestirildi.

Ekspresyon verilerinin istatistiksel 6nemi, kat degisimi kullanilarak belirlendi. Bir
DEG seti icin, benzerligin bir dlglisi olarak tam baglanti ve Oklid mesafesi kullanilarak
Hiyerarsik kime analizi gergeklestirildi.

Onemli prob listesi igcin Gen Zenginlestirme ve Fonksiyonel Agiklama analizi,
Gene Ontology (http://geneontology.org) kullanilarak gergeklestirildi.

Farkli sekilde ifade edilen genlerin tim veri analizi ve gorsellestirmesi, R 3.3.2
(www.r-project.org) kullanilarak gergeklestirildi.

Mikrodizin analizleri sonucu elde edilen veriler kullanilan platformlarin yazihimlari
sonucunda her bir érnek ve kontroll igin islenecek ve mRNA dizin sonuglari Gen ontoloji
(GO) ve KEGG Yolak analizleri ile analiz edildi.

Gen Ontoloji (GO) Analizi: Farkh ekspresyon gosteren mRNA'larin rol aldigi
hicresel, biyolojik ve molekiler agidan fonksiyonel genleri ve gen gruplarini ortaya
koymak amaciyla yapildi ve her bir analiz icin kontrol ve hedef grup karsilastirmasi
yapilarak en belirgin farklihk gosteren hucresel suregler belirlendi. Tim analizlerin
degerlendirmesinde p<0.05 degeri anlamh olarak kabul edildi.

KEGG (Kyoyo Encylopedia of Genes and Genomes) Yolak Analizi: Ekspresyon
farklilgi gosteren mRNA’larin birbirleri ile olan iliski agini ve hicre metabolizmasi
hakkinda bilgi vermek icin de KEGG yolak analizi gergeklestirildi. Her bir analiz igin
kontrol ve hedef grup karsilastirmasi yapilarak yolaklarda en yogun degme noktasi
farkhhgi gésteren yolaklar belirlendi ve tim analizlerin degerlendirmesinde p<0.05 degeri

anlamli olarak kabul edildi.



34

3.13. GZ-PZR ile Ekspresyon Analizi

Mikrodizin analizi sonucunda diyabete bagli olarak embriyo-endometriumda
saptanmis olan ifadesi artan ya da azalan mRNA’lari dogrulamak amaciyla izolasyonu
yapilan ve cDNA’ya donusturilen tim RNA 6rnekleri WizPure PCR 2X master karisimi
(Lot: 2D0718-09, WizBio Solutions, Gyeonggi-Go, Korea) kullanilarak Bio-Rad CFX96
Real-Time System (C1000 Thermal Cycler) cihazinda analiz edildi. Reaksiyon karisimi
hazirlanmadan 6nce cDNA &rnekleri 1/10 oraninda nikleaz igermeyen su kullanilarak
dilie edildi ve reaksiyon karigimi 2 pl cDNA 6rnegi, 10 pl SybrGreen 2X master mix, 1
MM ileri ve geri primerler ve 6 ddH-O ile total hacim 20 ul olacak sekilde hazirlandi.
Sonuglarin analizi igin B-Aktin housekeeping olarak kullanildi. Reaksiyon déngusi
asagida belirtildigi gibi her érnek icin 3 tekrarl olacak sekilde gergeklestirildi (Tablo 3.3).
Secilen primerlere ait bilgiler tablo 3.4 de yer almaktadir.

Tablo 2.3 GZ-PZR kosullari

Segment Dongii Sicaklik Siire
1 1 95°C 5 dk
2 40 95°C 30 sn

60°C’ 60 sn




Tablo 3.4 GZ-PZR Primerleri

Gen No
NM_031054

NM_133523

NM_031055

NM_012980

NM_001106800

NM_053819

NM_021989

NM_012886

NM_001145828

NM_030985

NM_031764

NM_053391

NM_173094

NM_053551

NM_053465

NM_057104

NM_001289982

NM_001106465

NM_022707

BC168181

Sembol

Mmp2

Mmp3

Mmp9

Mmpl1

Mmp20

Timpl

Timp2

Timp3

TIr5

Agtrla

Ddr2

Hs3stl

Hmgcs2

Pdk4

Fut9

Enpp2

Dbp

Ntngl

Pin

Tnxb

Gen Tanimi

matrix metallopeptidase 2

matrix metallopeptidase 3

matrix metallopeptidase 9

matrix metallopeptidase 11

matrix metallopeptidase 20

TIMP metallopeptidase inhibitor 1

TIMP metallopeptidase inhibitor 2

TIMP metallopeptidase inhibitor 3

toll-like receptor 5

angiotensin |l receptor, type la

discoidin domain receptor
tyrosine kinase 2

heparan sulfate (glucosamine) 3-
O-sulfotransferase 1

3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
synthase 2 (mitochondrial)

pyruvate dehydrogenase kinase,
isozyme 4

fucosyltransferase 9 (alpha (1,3)
fucosyltransferase)

ectonucleotide
pyrophosphatase/phosphodiester
ase 2

D site of albumin promoter
(albumin D-box) binding protein

netrin G1

phospholamban

tenascin XB

Primer

A mM X M X M X/ M OV M X M X M XX M XV M XUV M XUV M XV M XV T T T W T

Tn

A M XUV M XV M XV T 3T

Sekans (5'->3")

AGCAAGTAGACGCTGCCTTT
CAGCACCTTTCTTTGGGCAC
CAGGCATTGGCACAAAGGTG
GTGGGTCACTTTCCCTGCAT
CGGCAAACCCTGCGTATTTC
GTTGCCCCCAGTTACAGTGA
ACGGTGAGAAGCCAGTCCTA
TGTCCACTCGTTGGGTTCTG
GCTAACTACCGCCTCTTCCC
CGAAGATCAGAGGGACAGCC
GCTTTCTGCAACTCGGACCT
AACCGGAAACCTGTGGCATT
CTAATTGCAGGGAAGGCGGA
GATCATAGGGCAGCGTGTGA
AAATACCTTCCTGGTCCCGC
TAGGAGACTCTGGCGTCTGT
AACAGGGTGCTTTGTCTCGG
GACCCCAGGATTCTCAAGCC

CTCTGCCACATTCCCTGAGTTA

TGGGGCAGTCATCTTGGATTC

TGGCGGAATGAGAGTGCTAC
CATTCGCTGGTTTCAGAGCG

GAACCCTACTATCCGCCTGC
GCGGTTGAGAGCCTTGTAGT

TACACCTCGTCCCTCTACGG

GGTTGTATGGATTGGCCTCCTT

ATACTCCACTGCTCCAACGC
AGAGACGGGAAATCGGCAAG
CATCCTGCCAAGCCATGTTC

TCAGGACCGCATGGGATTTG

TTGTCCGCCCTCCGTTAATC
TCTCGCCCTCGTAGATGGAA

AGGGAAACAGCAAGCCCAAA
CTAGAGGTCAAGCCGCCACT
ATTTTTGGAGGGAGAGGCACC
TCTTTTCCCCTTCTGGCACC
GTAGCCCACAAAGGAGTCCC
CTTCTCAACCTGTGCGTTGC

CGTGACTGAGGAGGAAGCTATG

GAGGGGTTTCTTAGGAGGGG

35

DIPNOT: Tablonun devami diger sayfadadir.
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Gen No Sembol Gen Tanimi Primer  Sekans (5'->3)

XM_001054007 c7 Complement component 7 F AGAGCCTCCTCTCCAGTCAA
R CTTCAGTTGGACAGCCTCGT

wingless-type MMTYV integration

NM_001109223  Wnt16 o %amily, member 16 F GTCGCTGCCTGTAAGAGTGT

R ACTATCCAAAGGCGACTGCC
-~ insulin-like growth factor binding =

NM_013144 gtop protein 1 CACAGCAAACAGTGCGAGAC
R TGAAAGGCCCCTACCTCAGA

NM_001106422. Tnik TRAF2 and NCK interacting =

1 kinase CTGCTCGTTGACCTCACAGT
R CCTGGTGGTCTCTTAAAATGCAA

NC_005111.4 B-actin beta actin F AGCTGAGAGGGAAATCGTGC
R

ACCAGACAGCACTGTGTTGG

3.14.istatistiksel Analiz

Elizada OD degerleri alinan érneklerin arka plan dizeltmesi bos kuyucuk OD
degerinin érneklerin okunan OD degerinden ¢ikariimasi yapilarak saptandi ve tekrarlarin
ortalamasi alindi. Konsantrasyonlari bilinen standart drneklerin OD degerleri ile bilinen
konsantrasyonlari kullanilarak standart egrisi grafigi P<0,05 anlamlilik diizeyinde olacak
sekilde ¢izdirildi. Cizilen egrinin formUlu kullanilarak &rneklerin  ortalama OD
degerlerinden konsantrasyonlari hesaplandi. Veriler SPSS 25.0 (IBM SPSS Statistics 25
software (Armonk, NY: IBM Corp.)) paket programiyla analiz edildi. Strekli degiskenler
ortalama + standart sapma, ortanca (en kuglk - en blylk degerler) olarak ifade edildi.
Verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile incelendi. Parametrik test
varsayimlari saglandiginda bagimsiz grup farklihklarin kargilastiriimasinda Tek Yonlu
Varyans Analizi (post hoc: Tukey yontemi); parametrik test varsayimlar
saglanmadiginda ise bagimsiz grup farkliliklarin kargilastirnimasinda Kruskal Wallis
Varyans Analizi (post hoc: Bonferroni dizeltmeli Mann Whitney U testi) kullanildi. Tam
incelemelerde p<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

MRNA mikrodizin ¢alismasi sonucunda gruplar arasinda ekspresyonel degisim
g6zlenen mRNA'larin istatistiksel analizi i¢cin R istatistik dili v.3.1.2 kullanildi. Gergek
Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu (GZ-PZR) datalar karsilastirmali Ct yéntemi olan
2-AACt analiz istatistik yontemi kullanildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu
Kolmogorov-Smirnov testi ile incelendi. Parametrik test varsayimlari saglandiginda
bagimsiz grup farkhliklarin karsilastirimasinda basit Student's t testi kullanildi.

Parametrik test varsayimlari saglanmadiginda ise badimsiz grup farkhliklarin
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karsilastiriimasinda Mann-Whitney U testi kullanildi. Data analizi Graphpad Prism
versiyon 8.0.2 (GraphPad Software, Inc. La Jolla California, USA) programi kullanilarak

gerceklestirildi ve tim analizlere P<0,05 anlamlilik seviyesi olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Histolojik Degerlendirme

Hematoksilen- eozin boyama ile 1sik mikroskobunda yapilan incelemeler i1siginda 6.5
glnde, implante konseptusu ve limen boslugunu ¢evreleyen stroma, blylk, yuvarlak
¢ekirdekli, degisen sayilarda nikleoluslu ve graniler materyale sahip hacimli, hafif
bazofilik sitoplazmali desidual hlcrelerden olusuyordu (Sekil 4.1). 8,5. glinde ise
plasental taraftaki desidual hlcrelerin sitoplazmasinda ¢ok sayida vakuol olusumu
g6zlendi. Blyuk hicreler seklinde izlenen desidual hicrelerdeki mitotik figtrlerin 8,5.
gunde gebeligin 6,5. glinline kiyasla sayica artmis oldugu géruldid. Gebeligin 8,5.
gununde bir trofoblastik astarla gevrelenmis olan embriyofetal doku, implantasyon
tarafinin karsisindaki uterus duvarina tutunup, plasenta olusumunu tetikleyen kigik
bazofilik trofoblastik hicrelerden olusan (ektoplasental koni) ektoplasental koninin
gelistigi gdzlemlendi (Sekil 4.2). Bu yapidan gelisen fagositik 6zelliklere sahip bir dizi dev
trofoblastin 8,5. gln kontrol gruplarinda daha belirgin halde oldugu goériimugtir.
implantasyon ve post implantasyon gruplarina ait karsilastirmali hematoksilen-eozin
boyama goruntuleri Sekil 4.3'te yer almaktadir. Diyabetik ve non diyabetik gruplar
arasinda membran yapilarinda ve ECM de degisimlerin oldugu bilinmesine kargin, daha
inflamasyonun baslamadi erken doénemlerde alinmis kesitlerde histopatolojik
degisimlerin 151k mikroskobu ile tespit edilmesi mimkin olmamigtir. Bu degisimlerin

gézlemlenmesi icin TEM/SEM analizi gerekmektedir.
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Sekil 4.1 implantasyon grubu embriyo kesiti. 100x blyiitme, H-E Boyama
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Sekil 4.2 Post-implantasyon grubu embriyo kesiti. 100x buyutme, H-E Boyama
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Non-diyabetik Diyabetik

ot ' TN

T4

implantasyon grubu
(6,5. giin)

Post-implantasyon grubu
(8,5. giin)

S: Stroma

D: Desidua

M: Miyometriyum

EK: Ektoplasental koni
*: Embriyo

Sekil 4.3 Uterus kesitleri 40x blyitme. H-E Boyama A) Non-diyabetik implantasyon B)
Diyabetik implantasyon C) Non-diyabetik post-implantasyon D) Diyabetik post-implantasyon
gruplari

4.1.1 immiinohistokimyasal Degerlendirme

MMP2 Ekspresyonunun Degerlendiriimesi

implantasyon ve post implantasyon gruplari kendi iglerinde diyabetik olanlar ile
non diyabetik olanlar arasinda doku butunligince, boyanma paterni agisindan bir
farkhlik gdzlemlenmemistir. Implantasyon gruplarinda desidua hiicrelerinin tamami
kuvvetli boyanma gostermektedir. Stromal hicrelerde %40 oraninda zayif boyanma
g6zlenmistir. Ektoplasental koni hiicreleri tam kat kuvvetli boyanma géstermektedir.
Trofoblast hiicrelerinin ise tamami boyanma géstermemistir. Embriyoya ait yapilarda ise
kuvvetli boyanma gdzlemlenmistir. Post implantasyon grubundan implantasyon
gruplarindan farkh olarak stromal hicrelerdeki ekspresyon miktarinda dusds
g6zlemlenmistir. Stromal hucrelerin %20’si zayif pozitif boyanma gostermekteyken
geriye kalani negatiftir. Post implantasyon diyabetik ve non diyabetik gruplar agisindan

boyanma paterni benzerlik géstermektedir (Sekil 4.4).
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implantasyon [#
(6,5. giin) [

Post-implantasyon
(8,5. giin)

Sekil 4.4 MMP2 ekspresyonunun immunohistokimyasal dederlendirmesi. (implantasyon
grubu fotolari 100x biyiltme. Post-implantasyon grubu fotolari 40x blylitme. DAB Kromojen.
Hematoksilen zit boyama)

MMP9 Ekspresyonunun Degerlendiriimesi

Non diyabetik implantasyon grubu stromal hicrelerinde boyanma gézlenmezken
diyabetik implantasyon grubunda bu oran %50 orta siddette pozitif boyanma seklinde
degismistir. Desidua hulcrelerinde ise durum %10 zayIf boyanmadan %60 orta siddette
boyanma seklinde degismistir. Trofoblast hicrelerinde non-diyabetik grupta %30 zayif
pozitif boyanma goézlenirken diyabetik grupta %50 orta siddette pozitif boyanma
go6zlemlenmistir. Post implantasyon gruplarinda MMP9 ekspresyonunun, implantasyon
gruplarina kiyasla azaldigi dikkat ¢ekmektedir. Non-diyabetik post implantasyon
grubunda MM9 ekspresyonunun ektoplasental koni hicrelerinde %90 kuvvetli pozitif
boyanmasi izlenmigken, diyabet grubunda %10 zayif boyanma goérulmustir. Trofoblast
hicreleri ise non-diyabetik post implantasyon grubunda %40 orta siddette pozititken
diyabetik grupta boyanma gdézlemlenmemistir (Sekil 4.5).
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implantasyon
(6,5.giin)

Post-implantasyon
(8,5.giin)

Sekil 4.5 MMP9 ekspresyonunun immunohistokimyasal dederlendirmesi. (implantasyon
grubu fotolari 40x blylitme. Post-implantasyon grubu fotolari 100x blylitme. DAB Kromojen.
Hematoksilen zit boyama)

Timpl Ekspresyonunun dederlendiriimesi

Timp1 ekspresyonunda diyabetik gruplarda desidua htcrelerinde kismi bir
azalma oldugu géze ¢arpmaktadir. Non diyabetik gruplarda desidua hicrelerinin tamami
kuvvetli pozitif boyanma gosterirken diyabetik gruplardan implantasyon grubunda bu
oran %60 orta siddette pozitif, post implantasyon grubunda %40 zayf pozitif boyanma
seklinde degismektedir. Gruplar arasinda diger hicrelerin boyanma paternleri arasinda
bir farklilik gérilmemistir. TUm gruplarda trofoblast hicreleri negatif, embriyo yapilar
kuvvetli pozitif boyanma gostermektedir (Sekil 4.6).
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implantasyon
(6,5.giin)

Post-implantasyon
(8,5.giin)

Sekil 4.6 Timpl ekspresyonunun immunohistokimyasal degerlendirmesi. (100x biyitme,
DAB Kromojen. Hematoksilen zit boyama)

Timp2 Ekspresyonunun dederlendiriimesi

Timp2 ekspresyonu agisindan tim gruplarda benzer ekspresyon paterni
izlenmistir. Desidua hucreleri %80-90 kuvvetli pozitif, trofoblast hicreleri negatif,
ektoplasental koni negatif, embriyo yapilari kuvvetli pozitif boyanma gdstermistir (Sekil
4.7).
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Post-implantasyon
(8,5. giin)

Sekil 4.7 Timp2 ekspresyonunun immunohistokimyasal degerlendirmesi. (100x biyitme,
DAB Kromojen. Hematoksilen zit boyama)

Yukarida MMP2, MMP9, TiMP1 ve TIMP2nin Iokal iafde degisimleri
gosterilmistir. MRNA ekspresyonlari dokudan total protein izolasyonu ile yapilan eliza
analizi sonugclarinin  immunohistokimya sonuglari ile korelasyonunun daha net
anlasilmasi agisindan total doku immunreaktivite skorunun incelenmesi 6nemlidir.
Embriyoya ait yapilarla birlikte uterusun degerlendirmesine bakildiginda lokal
ifadelerinde desidua hucrelerinde ve ektoplasental koni hicrelerinde MMP2 ifadesinin
artmis oldugu gordlurken total ifade degisimi acisindan bir fark goéralmemigtir. MMP9
ifadesinin implantasyon grubunda stromada ve desidua hucrelerinde artmis oldugu, post
implantasyon gruplarinda ise ektoplasental koni hucrelerinde azalmis oldugu
gorilmektedir. Total ifade degisimi acisindan da kontrole kiyasla diyabetik implantasyon
grubunda artmig, diyabetik post implantasyon grubunda ise azalmis oldugu
goriilmektedir. TIMP1 ekspresyonu lokal olarak diyabetik gruplarin stromasin kismen
azaldigi, diyabetik post implantasyon grubunda ise anlamh dlgide azaldig
goriilmektedir. Total TIMP1 ifadesinin implantasyon gruplarinda benzer oldugu
gériilirken diyabetik post implantasyon grubunda azaldigi goriilmektedir. TIMP2 lokal
ifadesi agisindan yalnizca diyabetik implantasyon grubunda kismi bir azalma oldugu

gérilirken, total ifade dedisimi acisindan gruplar arasinda bir fark gértilmemigtir.
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immunohistokimyasal degerlendirmeye ait immiinreaktivite skorlari tablo 4.1° de yer

almaktadir.

Tablo 4.1 immunreaktivite skoru tablosu (ND: Non-diyabetik, D: Diyabetik).

Total pIHC Skorlamasi MMP2 | MMP3 | Timp1 | Timp2
ND
implantasyon | Skor
Stroma
Post-implan. | Skor
) implantasyon | Skor
Desidua
Post-implan. | Skor
] implantasyon | Skor
Koni
Post-implan. | Skor
implantasyon | Skor
Trofoblast -
Post-implan. | Skor
Embryo implantasyon | Skor immiinreaktivite
Post-implan. | Skor 9-12 arasi giiglii [l
imol Sk 5-8 arasi orta,
Total Implantasyon | Sxor 1-4 arasi zayif
Post-implan. | Skor 0 negatif

4.2. Dokulardaki ve Dolagimdaki MMP2, MMP3, MMP9, Timp1 ve Timp2 Tayini

Calismamizda konseptus ile birlikte alinan uterus dokusu homojenatlari ve kan
orneklerinden Eliza yéntemiyle MMP-2, MMP-3, MMP-9, Timpl ve Timp2 protein
ekspresyonu analizi yapildi. Elde edilen bulgulara gore ¢izilmis serum (Sekil 4.6) ve doku
(Sekil 4.7) konsantrasyon grafiklerine bakildiginda gruplar arasinda ekspresyon
farkhliklari gézlemlenmektedir. Yapilan istatistiksel analiz sonuglarina gére anlamli
Olclde ekspresyon farki olan gruplar asagidaki tabloda yer almaktadir (Tablo 4.6). MMP2
ekspresyonunun non diyabetik kontrol grubuna kiyasla hem dokulardaki hem de
serumdaki konsantrasyonunun degismedigi gorulmektedir. MMP3 ve MMP9
ekspresyonunun benzer sekilde diyabetik implantasyon grubunda, kontrole kiyasla
artmis oldugu fakat diyabetik post implantasyon grubunda ise azalmis oldugu
gorulmektedir. Timp1 ekspresyonu sadece dokularda implantasyon grubunda artarken
diger gruplarda anlamh bir degisim gorulmemistir. Timp2 ekpresyonunda gruplar arasi

anlamh bir degisim goérulmemistir.
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SERUM KONSANTRASYON GRAFIGI
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Sekil 4.8 MMP2, MMP3, MMP9, Timp1 ve Timp2 Serum Konsantrasyon Grafigi (N6:

Non-diyabetik 6,5. giin, N8: non-diyabetik 8,5. gliin, D6: Diyabetik 6,5. giin, D8: Diyabetik
8,5.guin)
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Sekil 4.9 MMP2, MMP3, MMP9, Timp1l ve Timp2 Doku Konsantrasyon Grafigi (N6: Non-

diyabetik 6,5. gun, N8: non-diyabetik 8,5. gun, D6: Diyabetik 6,5. gun, D8: Diyabetik
8,5.gun)
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Tablo 4.2 MMP2, MMP3, MMP9, Timpl ve Timp2'nin doku ve serum konsantrasyon
verileri istatistik sonuclari (N6: Non-diyabetik 6,5. giin, N8: non-diyabetik 8,5. gin, D6:
Diyabetik 6,5. glin, D8: Diyabetik 8,5.glin, SH: Standart hata, SD: Serbestlik derecesi)

Kiyaslamalar SH t SD  Giiven P

Degeri

N6-MMP-3 vs. D6-MMP-3 0,475 5,067 14,26 ** 0,0016

N6- MMP-2 vs. D6- MMP-2 0,2101 0,7137 14,96 - 0,9987
N6-MMP-9 vs. D6-MMP-9 0,0173 5352 11,24 ** 0,0022
N6-TIMP-1 vs. D6-TIMP-1 0,004063 6,173 15,63 ok 0,0001

2 N6-TIMP-2 vs. D6-TIMP-2 0,0097 3,011 16,64 - 0,0772
8 N8-MMP-3 vs. D8-MMP-3 0,2679 7,592 13,2 ok <0,0001
N8- MMP-2 vs. D8- MMP-2 0,3132 0,1081 12,43 - >0,9999
N8-MMP-9 vs. D8-MMP-9 0,005005 10,69 6,036 ok 0,0004
N8-TIMP-1 vs. D8-TIMP-1 0,008018 0,5833 9,087 - 0,9998
N8-TIMP-2 vs. D8-TIMP-2 0,008539 0,08558 13,48 - >0,9999
N6-MMP-3 vs. D6-MMP-3 0,3186 4,948 18,99 ok 0,0009

N6- MMP-2 vs. D6- MMP-2 0,3204 0,04861 18,89 - >0,9999
N6-MMP-9 vs. D6-MMP-9 0,01616 17,53 14,47 Fohkk <0,0001
N6-TIMP-1 vs. D6-TIMP-1 0,4406 0,477 19 - >0,9999

g N6-TIMP-2 vs. D6-TIMP-2 2,289 0,6026 18,71 - 0,9997
& N8-MMP-3vs. D8-MMP-3 0,2642 4,387 14,78 o 0,0055
2 N8- MMP-2 vs. D8- MMP-2 0,3539 0,0201 13,94 - >0,9999
N8-MMP-9 vs. D8-MMP-9 0,007414 7,933 7,025 ok 0,0009
N8-TIMP-1 vs. D8-TIMP-1 0,3176 1,366 14,98 - 0,8813
N8-TIMP-2 vs. D8-TIMP-2 2,015 0,801 14,65 - 0,9967
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4.3. Mikrodizin mRNA Ekspresyon Analizi Bulgulari

Ornek kalitesinin kontrolli, drnekler arasindaki benzerlik, Pearson'un numunenin
normallestiriimis deger katsayisi ile elde edildi. -1<r < 1 araligi igin, deger 1'e ne kadar
yakinsa, érnekler o kadar benzerdir. Ornekler arasindaki iligki scatter plot analizi ile
asagidaki grafikte gosterilmistir (Sekil 4.10).

Pearson's correlation coefficient

246818 14 24681 14 24681 18 24681 14
..................... L1

N_N6_2

9.927 | ©.981||0.983| 0©.978 | 0.934 | ©.978 |0.981

246810 14

0.935 ]| 0.934

246818 14

0.980 | [0.982 |

2468 12

0.981||06.984

2468 12

9.973 |0.975f

24681 14

: ? o 4 0.941 | ©.937
. P | [ N_pe_1
i A || .aF || 3F || Iﬂﬂh 0.983 | -
- = N_D8_2

e

2468

rrrrr+ - Trrrrr1r - TTrrrrrT S ——————— STrrorroT
246818 14 246810 13 246810 13 246810 13

Sekil 4.10 Pearson’un korelasyon etkinligi tablosu



49

Asagidaki yogunluk grafigi, normalize edilmis degerden yapilan karsilik gelen
ornek ifadesinin dagihimini gosterir. Kontrol sondalarinin ¢izgi grafikleri, mikrodizin
deneylerinde sorun olup olmadidini gdsterir (6rnegin, 6rnek kalitesinden kaynaklanan

deneysel 6nyargilar veya hatalar) (Sekil 4.11).

Density plot pos_vs_neg_auc polya_spike
normalized signal density . comparing pas & neg controls _ Target prep phase QC (lys<phe<thredap)
. 12 :
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Sekil 4.11 mRNA o6rneklerinin normalize edilmis degerden yapilan karsilik gelen érnek
ifadesinin dagilimini gésteren yogunluk grafigi

Analiz edilen dérneklerin ikili karsilastirmalari sonucunda kat degisimine gore
ekspresyonlari artmis veya azalmis prob setlerinin sayisi belirlenmigtir. Gen ekspresyon
verileri Uzerinden en az 5 prob ve Uzeri okuma saglanan, ekspresyonlari artmig veya
azalmis gen ifadeleri secilmistir (28389 gen ifadesi). Secilen bu gen ifadelerindan daha
sonra kat degisimi £ 1.5 fc ve Uzeri olanlar secilmistir (diyabetik implantasyon zamani
grubuna ait 813 artmis ve 960 azalmig gen ifadesi; diyabetik implantasyon sonrasi
grubuna ait 424 artmis ve 226 azalmisg gen ifadesi). Hem implantasyon sirasinda hem
de implantasyon sonrasinda ekspresyon degisimleri ortak olan gen Dbdlgeleri
belirlenmigtir. Her iki grupta da ortak artmis olan gen ifadesi sayisi 47 ve azalmis olan
gen ifadesi sayisi 17°dir. Bu genlerin listesi ve kat degisimleri Tablo 4.3° de yer
almaktadir.
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Tablo 4.3 Mikrodizin analizinde deney gruplarinda regilasyonu ortak olan genler ve kat
degigimleri (D6: Implantasyon grubu, D8: Post-implantasyon grubu)

Yukari Reglile Asagi Regile
Gen mMRNA Accession 8%15. 88R'|5' Gen MRNA Accession (D)GR.IS. (D)8R_|5_
Tmc4 NM_001034104 2,38 1,52 Anpep NM_031012 -2,18 -1,75
Olr215 NM_001000198 2,13 1,70 H19 NR_027324 -2,54 -3,15
Lipf NM_017341 63,61 1,58 Scdil NM_139192 -2,30 -1,67
Unc93a XM_001061886 5,70 2,16  Krt19 NM_199498 -1,63  -1,52
Ceacaml NM_001033860 2,17 2,19  Mcptl NM_017145 -2,07  -2,62
Fcgrt NM_033351 2,18 1,51 Cdol NM_052809 -2,34  -1,78
Cuzdl NM_054005 57,97 2,00 lI31ra NM_001257278 -1,55 -2,74
SIfn5 XM_001081036 1,77 1,98 S100vp NM_176076 -1,96 -1,84
Wwfdc21 NM_001003706 2,59 2,41 Vomlr82 NM_001009515 -1,97 -1,93
Retnlg XM_006248282 2,22 1,79  Ndnf XM_008763014 -1,56 -1,56
Muc4 XM_006221167 3,02 1,79 Vom2rsl NM_001099510 -2,04 -2,03
Tmprssllb NM_001004020 6,37 1,54 Cd52 ENSRNOT00000020688 -2,73 -1,54
Igfbpl NM_013144 21,08 1,99 OIr1323 NM_001000472 -1,58 -2,10
Vstm2a XM_006221845 2,41 1,59 H2afx NM_001109291 -1,65 -1,53
Slc7a8 NM_053442 1,90 1,99 Smad6 NM_001109002 -1,79  -1,62
Ddx60 XM_006227050 2,57 531 i1l NM_001127689 -2,23  -2,36
Serpinbla NM_001031642 2,03 1,91 Sphkap NM_001127492 -1,82  -1,53
Cap2 NM_053874 2,30 1,57
Rbm24 NM_001191100 1,55 1,95
Agtrla NM_030985 2,14 1,77
Prl3cl NM_031316 6,86 1,72
Akrlcl NM_001033697 1,53 1,52
Pcdhb6 NM_001014780 1,63 1,57
Dsc2 NM_001033688 3,74 1,61
Adrb2 NM_012492 2,01 1,60
RGD1309651 XM_001078912 1,77 1,67
Tnik XM_008760893 2,10 238
Gprl60 NM_001025147 1,59 1,76
Tdo2 NM_022403 1,85 1,70
Clcal NM_001107449 29,29 7,09
RT1-S3 NM_001008886 2,70 2,68
Mmp11 NM_012980 6,58 2,14
Slc43a3 NM_001107743 2,65 2,62
Pamrl NM_001107755 4,87 1,50
Lbp NM_017208 2,54 3,01
Ehf NM_001106493 1,52 1,53
Cpxm1 NM_001106511 2,70 1,52
Tmem140 NM_001009709 2,07 1,55
Uspl8 NM_001014058 2,52 7,58

DIPNOT: Tablonin devami diger sayfadadir.
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Gen mMRNA Accession ([;EQT 88RT
DIx5 NM_012943 1,60 1,63
Herc6 XM_008762963 1,56 2,84
1112rb2 NM_001191750 1,64 2,00
Slc26a4 NM_019214 28,34 1,72
Ly6c NM_020103 1,88 2,31
Slc39a4 NM_001077669 1,67 1,74
Tnfrsf21 NM_001108207 1,90 1,58
Rftn2 XM_001066941 2,29 1,52

Her kategorideki en dnemli 20 gen ontoloji (GO) terimini gostermek i¢in nokta
grafigi kullanilmistir. GO terimleri, istatistiksel olarak 0,05 anlamlilik derecesindeki p-
degerini karsilamasi kosuluyla secilmistir. Ardindan, p degerine gére en énemli 20 GO
terimi secildi. Son olarak, gen degisim oranlari azalan sirada diizenlendi. X ekseni ve y
ekseni sirasiyla gen degisim orani (=etkilesim boyutu / sorgu boyutu) ve GO terimleridir.
Nokta boyutu, kesisim boyutudur. Karsilastirma sayisi altidan azsa, her karsilastirmadan
en iyi 10 GO terimi secildi. Aksi takdirde, her kargilastirmadan en iyi 5 GO terimi secildi.
Ardindan, bu zenginlestiriimis GO terimlerinin tekillestiriimis listesi her karsilastirma igin
gen degisim orani ile ¢izildi. ifadesi degisen gen bélgeleri ile yapilan GO analizi
sonuglari, biyolojik stirecler, molekuler fonksiyon ve hiicreler bilesen basliklari altinda
gruplanarak sirasiyla sekil 4.12, sekil 4.13 ve sekil 4.14’de verilmigtir.

Gen ontoloji analizine gore tip 1 diyabet, yara iyilesmesine yanit, allograft reddi,
sinyal yolagdi ve gebelik ile iligkili molekuler sureclerin varhidi deneysel olarak olusturmus
oldugumuz diyabetik gebelik modelini molekiler anlamda desteklemektedir. Bunlar
diginda ortak gorilen mekanizmalar immin sistem yaniti, inflamasyon, vaskulojenik
suregler, hiicre membran yapilari, ekstraselller matriks bilesenleri, sinyal mekanizmalari

ve reseptdrlerdeki degisimlerle iligkilidir.
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Molekiiler Fonksiyon Implamasyon grubu
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Sekil 4.13 Gen ontoloji analizi degisen molekuler fonksiyon semasi
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KEGG Yolak Analizi Sonuclari

Mikrodizin analizi sonuglarina gore artan ve azalan gen ifadelerinin, kegg yolak

analizi fonksiyonel agiklama kiimelerinden en yiksek zenginlestirme puanina sahip ilk 3
sinifta yer alan iligkili olduklari yolaklar sirasiyla, implantasyon grubu igin tablo 4.4’de ve
post-implantasyon grubu icin tablo 4.5’ de yer almaktadir. Daha alt siniflarda kiimelenmis
onemli yolaklar ve ligkili olduklari gen bolgelerine ifade degisimlerinin

iliskilendirilebilmesi igin gerekli gérulduginde tartisma kisminda ayrica deginilmigtir.

Tablo 4.4 implantasyon grubu degisen gen ifadeleri kegg yolak analizi sonuglari tablosu
(DAVID Bioinformatics Resources 6.8, NIAID/NIH, Functional Annotation
Clustering/Kegg pathway)

Gen % Gen P-Degeri  Benjamini
Dna kopyalama 0,9 2,10E-07 5,90E-05
Antibiyotiklerin biyosentezi 2,4 3,50E-06 4,90E-04
Hucre déngusi 1,6 1,70E-05 1,60E-03
Steroid biyosentezi 0,5 9,30E-05 6,50E-03
Fagozom 1,9 9,90E-04 5,40E-02
Staphylococcus aureus enfeksiyonu 0,8 1,20E-03 5,40E-02
Nukleotid eksizyon onarimi 0,7 2,90E-03 1,20E-01
Keton cisimlerinin sentezi ve bozulmasi 0,3 3,50E-03 1,20E-01
Viral miyokardit 1 5,70E-03 1,50E-01
P53 sinyal yolu 0,8 5,80E-03 1,50E-01
Bilitanoat metabolizmasi 0,5 7,00E-03 1,50E-01
Hucre yapisma molekdilleri (cam'ler) 1,6 7,60E-03 1,50E-01
Leishmaniasis 0,8 7,60E-03 1,50E-01
Yanlis eslesme tamiri 0,4 7,90E-03 1,50E-01
Graft-versus-host hastalidi 0,8 8,30E-03 1,50E-01
Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi 1,7 1,00E-02 1,80E-01
Pirimidin metabolizmasi 1 1,10E-02 1,80E-01
Metabolik yollar 8,3 1,20E-02 1,80E-01
Allograft reddi 0,8 1,40E-02 2,00E-01
Otoimmdn tiroid hastaligi 0,8 1,40E-02 2,00E-01
Arginin ve prolin metabolizmasi 0,6 1,60E-02 2,10E-01
Sitrat dongusu (tca donguisi) 0,5 1,60E-02 2,10E-01
Kuguk hucreli akciger kanseri 0,9 1,90E-02 2,40E-01
Iga uretimi igin bagirsak bagisiklik agi 0,6 2,30E-02 2,70E-01
Tip 1 seker hastahgi 0,8 2,70E-02 3,10E-01
Htlv-1 enfeksiyonu 2,2 3,10E-02 3,40E-01
Glutatyon metabolizmasi 0,6 3,90E-02 4,10E-01
Bosluk kavsagi 0,8 4,30E-02 4,30E-01
Purin metabolizmasi 1,5 4 50E-02 4,30E-01
Ecm-reseptor etkilesimi 0,8 4,60E-02 4,30E-01
Hematopoetik hiicre soyu 0,8 4,80E-02 4,40E-01
Tiroid hormon sentezi 0,7 5,20E-02 4,60E-01
iitihapli bagirsak hastaligi (ibd) 0,6 7,90E-02 6,60E-01
Doymamis yag asitlerinin biyosentezi 0,4 8,00E-02 6,60E-01
Terpenoid omurga biyosentezi 0,3 8,90E-02 7,10E-01

Aritmojenik sag ventrikller kardiyomiyopati (arvc) 0,6 9,30E-02 7,30E-01
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Tablo 4.5 Post-implantasyon grubu degisen gen ifadeleri kegg yolak analizi sonugclari
tablosu (DAVID Bioinformatics Resources 6.8, NIAID/NIH, Functional Annotation
Clustering/Kegg pathway)

Gen % Gen P-Degeri Benjamini
Influenza A 3,3 7,30E-07 1,50E-04
Herpes simpleks enfeksiyonu 3,3 2,70E-05 2,70E-03
Hicre adezyon molekdlleri (CAM'ler) 2,8 4,70E-05 3,20E-03
Graft-versus-host hastahgi 1,6 2,80E-04 1,40E-02
Staphylococcus aureus enfeksiyonu 1,4 3,50E-04 1,40E-02
Allogreft reddi 1,6 4,40E-04 1,50E-02
Romatizmal eklem iltihabi 1,7 7,00E-04 2,00E-02
Tip | seker hastaligi 1,6 8,10E-04 2,00E-02
Otoimmiin tiroid hastaligi 1,6 9,00E-04 2,00E-02
Hepatit C 2,1 1,10E-03 2,20E-02
Kizamik 2,1 1,60E-03 3,00E-02
Koku iletimi 9,3 2,30E-03 3,90E-02
Viral miyokardit 1,6 2,70E-03 4,30E-02
Antijen isleme ve sunumu 1,6 4,50E-03 6,60E-02
Toksoplazmoz 1,6 1,30E-02 1,70E-01
Kemokin sinyal yolu 2,1 1,40E-02 1,70E-01
Sitokin-sitokin reseptor etkilesimi 2,2 1,40E-02 1,70E-01
Sistemik lupus eritematoz 1,6 3,00E-02 3,40E-01
Toll benzeri reseptér sinyal yolu 1,3 4,00E-02 4,30E-01
Sitma 0,9 4,40E-02 4,50E-01
RIG-I benzeri reseptdr sinyal yolu 0,9 5,90E-02 5,70E-01
iitihapl bagirsak hastaligi (IBD) 0,9 6,20E-02 5,80E-01
TNF sinyal yolu 1,3 6,80E-02 5,80E-01
Iga Uretimi icin bagirsak bagisiklik agi 0,8 6,80E-02 5,80E-01
Renin-anjiyotensin sistemi 0,6 8,70E-02 6,70E-01
Kompleman ve pihtilasma basamaklari 0,9 8,80E-02 6,70E-01
Leishmaniasis 0,9 8,80E-02 6,70E-01

Calismamizda farkli ifade olmus gen bdlgeleri kiyaslanip siniflandirildiginda
degisen bazi gen ifadelerinin her iki grupta da ortak oldugu goérilmektedir. Bu gen
ifadelerinin ortak islevlerini gérebilmek adina, her iki gruptada ifadesi benzer olan gen
bdlgelerine cluster analizi (DAVID Bioinformatics Resources 6.8, NIAID/NIH, Functional
Annotation Clustering) yapilmigtir. Analiz sonucunda degisen gen ifadeleri 10 sinifta
toplanmigtir. Bu siniflardan degisen gen ifadesince en zengin olani (enrichment skoru
en yuksek olan) hiicre membran yapilarinda, transmembran proteinlerinde, glikoprotein
yapilarinda, disulfit baglarinda degisime neden olan gen bdlgeleridir. Bu degisimleri ve

ilgili gen bdlgeleri tablo 4.6’de yer almaktadir.
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Tablo 4.6 Mikrodizin analizinde deney gruplarinda regulasyonu ortak olan genlerin iligkili
oldugu mekanizmalar

Kat
Ek Agiklama Kimesi 1 Zenginlestirme Puani: 3.03 P_Degeri Degisimi Benjamini
UP_KEYWORDS sinyal 2.0E-7 2.4E0 2.4E-5
UP_KEYWORDS disulfit bag 3.5E-6 2.7E0 2.1E-4
UP_SEQ_FEATURE sinyal peptidi 2.5E-4 2.3E0 4.3E-2
UP_SEQ_FEATURE dislfit bagi 9.3E-4 2.3E0 8.1E-2
UP_SEQ_FEATURE glikosilasyon bdlgesi:N-bagli (GlcNAc...) 2.4E-3 1.9E0 1.4E-1
UP_KEYWORDS glikoprotein 3.5E-3 2.1E0 1.0E-1
UP_SEQ_FEATURE topolojik etki alani:hicre disi 8.5E-3 2.1E0 3.7E-1
UP_SEQ_FEATURE topolojik alan:Sitoplazmik 2.7E-2 1.8E0 9.5E-1
UP_KEYWORDS salgi 3.5E-2 2.2E0 6.6E-1
UP_SEQ_FEATURE transmembran bélgesi 5.1E-2 1.5E0 1.0E0
Kat
Ek Agiklama Kiimesi 2  Zenginlestirme Puani: 1.85 P_Degeri Degisimi Benjamini
INTERPRO imminoglobulin benzeri kivriim 1.4E-3 3.4E0 3.2E-1
SMART FN3 3.4E-2 5.5E0 9.7E-1
INTERPRO Fibronektin, tip 11l 5.7E-2 4.5E0 8.7E-1
Kat
Ek Agiklama Kimesi 3~ Zenginlestirme Puani: 1.64 P_Degeri Degisimi Benjamini
GOTERM_MF_DIRECT peptit antijen baglama 5.9E-4 2.4E1 1.2E-1
INTERPRO MHC sinif | benzeri antijen tanima 2.7E-2 1.2E1 7.7E-1
INTERPRO immiinoglobulin benzeri alan 3.5E-2 2.8E0 8.2E-1
MHC siniflar I/l benzeri antijen tanima
INTERPRO proteini 3.8E-2 9.7E0 8.2E-1
immiinoglobulin/majér histo-uyumluluk
INTERPRO kompleksi, korunmus bdlge 4.7E-2 8.6E0 8.2E-1
INTERPRO immiinoglobulin C1 seti 5.0E-2 8.2E0 8.2E-1
SMART IGcl 6.2E-2 7.2E0 9.7E-1
Kat
Ek Agiklama Kimesi4  Zenginlestirme Puani: 1.5 P_Degeri Degisimi Benjamini
UP_KEYWORDS Hiicre zarn 1.3E-3 1.9E0 5.0E-2
GOTERM_CC_DIRECT hiicre zari 1.6E-2 1.5E0 5.7E-1
UP_KEYWORDS transmembran sarmal 5.3E-2 1.3E0 7.4E-1
UP_KEYWORDS transmembran 5.6E-2 1.3E0 7.4E-1
GOTERM_CC_DIRECT zarin ayrilmaz bileseni 9.3E-2 1.3E0 8.1E-1
UP_KEYWORDS Zar 1.7E-1 1.2E0 1.0EO
Kat
Ek Agiklama Kimesi 5  Zenginlestirme Puani: 0.98 P_Degeri Degisimi Benjamini
INTERPRO immunoglobulin 2.2E-2 1.3E1 7.7E-1
UP_KEYWORDS immunoglobulin alani 2.4E-2 4.5E0 5.7E-1
INTERPRO imminoglobulin benzeri alan 3.5E-2 2.8E0 8.2E-1
INTERPRO imminoglobulin V seti 2.3E-1 3.3E0 1.0E0
INTERPRO imminoglobulin alt tipi 5.3E-1 1.7E0 1.0E0
SMART IG 6.0E-1 1.5E0 1.0EO
Kat
Ek Agiklama Kimesi 6  Zenginlestirme Puani: 0.83 P_Degeri Degisimi Benjamini
GOTERM_BP_DIRECT proteoliz 59E-2 2.8E0  1.0EO
INTERPRO Peptidaz S1 1.6E-1 4.1E0 1.0EO
INTERPRO Tripsin benzeri sistein/serin peptidaz alani 1.7E-1 4.0E0 1.0E0
SMART Tryp_SPc 1.9E-1 3.7E0  1.0E0
GOTERM_MF_DIRECT serin tipi endopeptidaz aktivitesi 2.4E-1 3.2E0 1.0E0

DIPNOT: Tablonun devami diger sayfada yer almaktadir.



Ek Aciklama Kimesi 7
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
GOTERM_MF_DIRECT

Ek Agiklama Kiimesi 8

GOTERM_MF_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_CC_DIRECT

GOTERM_BP_DIRECT

GOTERM_MF_DIRECT
UP_KEYWORDS

GOTERM_MF_DIRECT
UP_KEYWORDS

GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_BP_DIRECT

GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
GOTERM_MF_DIRECT
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS

Ek Agiklama Kimesi 9
GOTERM_BP_DIRECT
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS

Ek Agiklama Kimesi 10
UP_KEYWORDS
SMART
GOTERM_MF_DIRECT
INTERPRO
UP_KEYWORDS
UP_KEYWORDS
GOTERM_BP_DIRECT
INTERPRO
GOTERM_MF_DIRECT
UP_KEYWORDS
INTERPRO
UP_KEYWORDS

GOTERM_BP_DIRECT
GOTERM_MF_DIRECT
KEGG_PATHWAY

Zenginlestirme Puani: 0.65
proteoliz

proteaz

hidrolaz

¢inko iyonu baglama

Zenginlestirme Puani: 0.62
transkripsiyonel aktivator aktivitesi, RNA
polimeraz |l ¢cekirdek promotéru proksimal
bdlge sekansina 6zgl baglanma

epitel hiicre farklilagmasi

nikleer kromatin

RNA polimeraz || promotériinden
transkripsiyon

RNA polimeraz Il gekirdek promotori
proksimal bolge dizisine 6zgi DNA
baglanmasi

DNA baglanmasi

transkripsiyon faktorl aktivitesi, diziye 6zgu
DNA baglanmasi

aktivator

RNA polimeraz Il promotdriinden
transkripsiyonun dizenlenmesi
transkripsiyonun pozitif reglilasyonu, DNA
sablonlu

RNA polimeraz || promotériinden
transkripsiyonun pozitif diizenlenmesi
transkripsiyon yonetmeligi

DNA baglanmasi

Transkripsiyon

cekirdek

Zenginlestirme Puani: 0.61
oksidasyon-rediiksiyon sureci
oksidorediktaz

Demir

Metal baglayici

Zenginlestirme Puani: 0.4

alici

SM01381

koku baglayici

GPCR, rodopsin benzeri, 7TM
G-proteinine bagl reseptdr

donustiricu

G-proteinine bagli reseptor sinyal yolu

G proteinine bagl reseptér, rodopsin benzeri
G-proteinine bagli reseptdr aktivitesi
koku alma

koku alma reseptori

duyusal transdiksiyon

koku duyusal algisinda yer alan kimyasal
uyaranin tespiti

koku alma reseptori aktivitesi

koku iletimi

P_Degeri
5.9E-2
1.2E-1
4.4E-1
8.6E-1

P_Degeri

2.6E-2
4.7E-2
6.8E-2

1.0E-1

2.0E-1
2.0E-1

2.4E-1
3.1E-1

3.2E-1
4.7E-1

4.8E-1
6.9E-1
7.1E-1
7.3E-1
8.2E-1

P_Degeri
7.0E-2
1.6E-1
3.4E-1
9.8E-1

P_Degeri
3.9E-2
9.9E-2
2.1E-1
3.5E-1
3.5E-1
3.9E-1
4.2E-1
5.7E-1
5.9E-1
6.8E-1
6.9E-1
7.3E-1

7.6E-1
7.6E-1
9.0E-1

Kat
Degisimi
2.8E0
2.6E0
1.3E0
8.4E-1
Kat
Degisimi

4.4E0
8.5E0
4.2E0

2.8E0

2.6E0
1.7E0

1.8E0
2.6E0

2.0E0
1.6E0

1.3E0
1.1E0
1.0EO
1.1E0
8.6E-1
Kat
Degisimi
2.4E0
2.3E0
2.5E0
5.4E-1
Kat
Degisimi
1.6E0
3.5E0
2.5E0
1.3E0
1.3E0
1.3E0
1.2E0
1.1E0
1.1E0
1.0EO
1.0EO
9.9E-1

9.5E-1
9.4E-1
7.6E-1
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Benjamini
1.0E0
1.0E0
1.0EO0
1.0EO0

Benjamini

8.7E-1
1.0EO
8.0E-1

1.0E0

1.0EO
1.0EO

1.0EO
1.0EO

1.0EO
1.0EO

1.0EO
1.0EO
1.0EO
1.0EO
1.0EO

Benjamini
1.0EQ
1.0E0
1.0E0
1.0E0

Benjamini
6.6E-1
9.7E-1
1.0E0
1.0E0
1.0EQ
1.0EQ
1.0E0
1.0E0
1.0EQ
1.0E0
1.0E0
1.0EQ

1.0E0
1.0EO
1.0EO
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Mikrodizin analizi sonuglarinin klavuzlugunda GZ-PZR ile tim gruplarda

ekspresyonunu calistigimiz gen ifadelerinin kat degisimleri Tablo 4.7'de yer almaktadir.

Tablo 4.7 GZ-PZR analizi istatistik sonuclari

implantasyon (6,5. giin)

Post-implantasyon (8,5.gtin)

Genler

D6-Agtria
D6-Ddr2
D6-Hmgcs2
D6-Hs3st1
D6-MMP2
D6-MMP3
D6-MMP9
D6-MMP11
D6-MMP20
D6-pdk4
D6-Timp1
D6-Timp2
D6-Fut9
D6-Ennp2
D6-Ntng1
D6-PIn
D6-Wnt16
D6-Igfbp1
D6-Tnik
D6-TnxB
D6-C7
D6-TIr5
D6-Dbp
D6-TIMP-3
D8-Agtria
D8-Ddr2
D8-Hmgcs2
D8-Hs3st1
D8-MMP2
D8-MMP3
D8-MMP9
D8-MMP11
D8-MMP20
D8-pdk4
D8-Timp1
D8-Timp2
D8-Fut9
D8-Ennp2
D8-Ntng1
D8-PIn
D8-Wnt16
D8-Igfbp1
D8-Tnik
D8-TnxB
D8-C7
D8-TIr5
D8-Dbp
D8-TIMP-3

Ortanca Standart

0,94
1,01
1,24
1,31
0,62
1,44
1,75
0,83
2,32
1,27
1,05
1,18
1,26
1,01
1,70
1,05
1,97
1,27
1,78
1,34
2,32
1,15
0,69
0,91
0,84
0,82
1,17
0,79
0,87
0,31
0,36
0,59
0,98
0,82
0,57
0,84
0,91
0,53
0,80
0,03
0,55
1,37
0,90
0,67
0,53
2,92
0,76
0,85

Sapma
0,49
0,66
0,63
0,64
0,84
3,39
1,30
0,31
0,67
0,60
0,41
0,35
0,64
1,00
0,90
0,58
1,78
0,87
1,57
2,98
1,17
0,89
1,03
0,74
0,65
0,72
0,60
0,28
0,92
0,70
0,47
0,37
0,37
0,53
0,24
0,25
1,09
0,58
0,42
0,02
0,55
0,59
0,74
1,01
0,35
2,02
0,47
0,26

Guvenilirlik
a:0,05
0,32
0,41
0,41
0,40
0,52
2,10
0,81
0,19
0,50
0,37
0,27
0,22
0,42
0,62
0,56
0,36
1,10
0,54
0,97
1,85
0,72
0,55
0,64
0,46
0,43
0,47
0,39
0,18
0,60
0,46
0,31
0,24
0,24
0,35
0,16
0,18
0,71
0,40
0,27
0,01
0,36
0,39
0,48
0,66
0,23
1,40
0,32
0,19

<

0,81
0,77
0,98
0,98
0,46
0.75
1,20
0,67
1,87
0,81
0,87
0,98
1,08
0,65
1,25
0,79
1,09
0,97
1,10
0,84
1,84
0,71
0,41
0,69
0,65
0.48
0,83
0,56
0,52
0.26
0,25
0,42
0,63
0.54
0,45
0,68
0,59
0,27
0,55
0,03
0,34
0,85
0,59
0,25
0,32
1,78
0,59
0,71

Ortalama <
1,13 1,45
1,18 1,59
1,39 1,80
1,38 1,77
0,98 1,49
2,85 4,95
2,00 2,81
0,87 1,06
2,36 2,86
1,18 1,55
1,14 1,41
1,20 1,42
1,50 1,92
1,28 1,90
1,81 2,36
1,15 1,51
2,19 3,30
1,51 2,05
2,08 3,05
2,69 4,54
2,57 3,29
1,27 1,82
1,05 1,69
1,15 1,60
1,07 1,50
0,95 1,43
1,22 1,61
0,75 0,93
1,12 1,73
0,72 1,18
0,55 0,86
0,66 0,90
0,88 1,12
0,88 1,23
0,60 0,76
0,85 1,03
1,30 2,01
0,67 1,08
0,82 1,09
0,04 0,05
0,70 1,06
1,24 1,62
1,08 1,56
0,91 1,57
0,55 0,78
3,19 4,59
0,91 1,24
0,91 1,10

P
Degeri
0,6678
>0,9999
0,1979
0,1138
0,4445
0,0135
0,0135
0,1979
<0,0001
0,4445
0,6678
0,4445
0,0011
0,4445
0,1138
>0,9999
0,4445
0,0135
0,4445
>0,9999
<0,0001
0,1138
0,4445
>0,9999
0,7090
0,0361
0,7090
0,0361
0,7090
0,0114
0,0361
0,0019
0,7090
0,0361
<0,0001
0,3714
0,7090
0,0650
0,0361
<0,0001
0,2235
0,7090
0,2235
0,0361
0,0019
0,0034
0,3714
0,6224

P
Ozet

*kkk

*

*kkk

*
*k

*k
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Gen ekspresyonu bakimindan MMP2 ifadesinde anlamli bir degisim
gorulmezken, diyabetik gruplarda MMP3 ve -9’un implantasyon stirecinde ekspresyonu
artmistir fakat postimplantasyon slrecinde ekspresyonunda azalma s6z konusudur.
MMP11 ekspresyonuna bakildiginda, implantasyon grubunda kontrol grubuna yakin
dizeyde izlenirken, postimplantasyon grubunda ekspresyonun azaldigi goértlmektedir.
MMP20’nin ise implantasyon grubunda ekspresyonu artarken post implantasyon
grubunda anlamh bir degisim gdzlemlenmemistir. Dedisen MMP ifadeleri karsisinda
doku inhibitérlerinin rolind anlamak i¢in Timp1, 2 ve 3 ekspresyonuna bakilmistir.
implantasyon gruplarindaki Timp ekspresyonunda anlamh bir degisim gérilmemistir.
Sadece Timpl ekspresyonunun post-implantasyon grubunda azaldigi goérilmektedir.
MMP ve doku inhibitérleri disinda implantasyon grubunda Fut9, Igfbpl, C7
ekspresyonunun anlaml artigi s6z konusudur. Post implantasyon grubunda ise Ddr2,
Hs3stl, Pdk4, Ntngl, PIn, Tnxb, ve C7 ekspresyonunun azaldigi goérilirken, TIr5’in

arttig1 gértlmektedir.
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5.TARTISMA

Calismamizin ilk hipotezi, diyabetin MMP2, -3, -9 ve Timpl1, -2, -3 ekspresyonunu
etkileyerek invazyon surecini bozacagi yonundedir. Yaptigimiz analizlerin sonuglarina
bakildiginda, implantasyon sirasinda ve sonrasinda gen ifadelerindeki degisimin farkh
olabildigi gorilmektedir. Bir genin ifadesi diyabetik implantasyon grubunda kendi
kontroline kiyasla artmigken postimplantasyon grubunda azalmaktadir. Konseptusun
gelisimi dusunuldiginde bu durum normal gorilebilir. Cok hizli bélinmelerin ve
farklilasmalarin oldugu bu suregte birgok gen bdlgesinde ekspresyon degigsiminin olacagi
asikardir. Fakat diyabetik gruplarda bu degisimin kontrole kiyasla ¢ok daha dramatik
gerceklestigini goérmekteyiz. Trofoblast invazyonu acisindan MMP’lerin ekspresyonu
onemlidir. Mikrodizin analizi ve PCR analizi sonuglarinin MMP ekspresyonu yonunden
birbirleri ile korale oldugu goérulmektedir. MMP3 ve 9 ekspresyonunun kontrollerine
kiyasla implantasyon grubundaki artisina karsin post implantasyon gruplarindaki
ekspresyon diustsund degerlendirebilmek icin, dedisen MMP ifadeleri karsisinda MMP
doku inhibitérleri Timp 1, 2 ve 3 ekspresyonuna bakilmistir. ifade degisikligi sadece
Timpl gen ifadesinde kontrol grubuna (non-diyabetik post implantasyon grubu),
diyabetik post implantasyon grubunda azalma seklindedir. Timp 2 ve Timp 3 ifadelerinde
ise degisim gorulmemigtir. Gelisim sureglerinde MMP ifadesinin Timp ifadesi ile bir
denge halinde olmasi elzemdir. Bu dengenin bozulmasinin tekrarlayan gebelik
kayiplarinda, preeklampsi vakalarinda da yasandigi gorulmektedir (Chen ve Khalil
2017). Preeklamptik gebeler ile yapilan bir calismada c¢alismamiza benzer bigcimde
desidual hudcrelerde ve preeklamptik plasental bdlimlerde komsu interstisyel
trofoblastlarda 6nemli dlclide daha ylksek immunohistokimyasal MMP9 seviyeleri
gozlemlenmisken, MMP2 ve Timpl ve Timp2 icin immun boyama, preeklamptik ve
kontrol gruplarinda benzer oldugu gdsterilmistir (Lockwood vd 2008). Genel olarak
bakildiginda MMP’ler ve Timp’lerin gen ifadelerindeki bu degisimlerin benzer sekilde
protein ifadelerine de yansidigi Eliza ve immunohistokimyasal analiz yontemleriyle

ortaya koyulmustur. Calismamizda polar trofoektoderm kaynakli plasental koni hicreleri
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ile mural trofoektodermden farklanan dev trofoblast hiicrelerinin ekspresyon farkhligi
immunohistokimyasal analiz ile ortaya koyulmustur. Plasental gelisim sirasinda,
anjiyogenez ve maternal desiduaya trofoblast invazyonu, hiicre disi proteolitik enzimlerin
yeniden sekillenmesini ve parcalanmasini gerektirir. MMP'ler, ekstraselller matriks
bilesenlerinin degredasyonundan sorumlu anahtar molekdillerdir ve normal plasenta
gelisiminde rol alirlar. Diyabetik hastalarda MMP’lerin reglilasyonunda sorunlarin oldugu,
literatirde gestasyonel diyabet (GDM), diyabetik retinopati, diyabetik nefropati ve
diyabetik yara iyilesmesi gibi olgularda incelenmistir. Pustovrh vd. MMP2 ve MMP9'un
ekspresyonunun diyabetik siganlarin plasentasinda arttigini ve hem labirent hem de
birlesme bolgelerinde gigli bir sekilde eksprese edildigini bulmuslardir (Pustovrh vd
2005). Yapilan diger bir caigmada ise GDM grubunda (n = 18) MMP2 ve MMP14'Un
MRNA seviyelerinin normal hamile kadinlar (kontrol) grubuna (n = 16) kiyasla arttigi
gOsterilmistir (Ding vd 2018). MMP14 ilk olarak membran tip 1 MMP invaziv kanser
hicrelerinde eksprese edilen bir hiicre ylzeyi proMMP2 aktivatéri olarak kesfedilmis ve
daha sonra MMP14 olarak aniimistir (Itoh 2015). Peeters vd. (2015)'nin tip1 diyabeti olan
hastalari kardiyovaskiler komplikasyonunun olup olmamasina goére gruplandirarak
yaptigi calismalarinda, vaskuler komplikasyonlari olan hastalar daha yuksek yas, BMI
ve sistolik kan basinci ile karakterize edilmistir. Bu calismaya goére HbAlc, LDL,
trigliseridler, MMP1, MMP2, MMP3, MMP9, MMP10, Timpl ve dusik dereceli
inflamasyon ve endotelyal disfonksiyon belirtecleri dizeyleri, vaskuiler komplikasyonu
olan bireylerde digerlerine gbre anlamli olarak daha yuksek oldugu ortaya konmustur.
EVT hiucrelerinin invazyonu, MMP'lerin aracilik ettigi desidual hicrelerin hicre disi
matrisinin ¢ézinmesine ve yeniden yapilandiriimasina baglidir. Bu, MMP'lerin EVT
hicrelerinin invazyonunu tesvik etmede dnemli bir rolli oldugunu gdésterir (Cohen vd
2006a). MMP'lerin bir aile Uyesi olan MMP9, erken gebelik sirasinda fetal nidasyon ve
plasental implantasyonda yeri doldurulamaz bir rol oynar. Ayrica, MMP9Q'un EVT
hucreleri tarafindan normal salgilanmasi, invazyon kabiliyetinin korunmasinda énemlidir
(Bischof vd 2002, Staun-Ram vd 2004). Erken gebelik sirasinda MMP9 eksikligi,
farkhlasma ve EVT hdicrelerinin invazyon yeteneklerini bozmus, sonugta fetal
anormalliklere, intrauterin blyime kisitlamasina ve hatta sigcanlarda 6li dogumlara yol
acmistir (Plaks vd 2013). MMP2 ve MMP9 benzer substrat 6zguillliklerine sahip olsa da
epidermal blytme faktéri (EGF)'ne yanit olarak ifadelerinde farkliliklar vardir. EGF'nin
proMMP9 salgilanmasini uyardigini, ancak proMMP2'nin salgilanmadigi gosterilmistir.
IL-1a, leptin, 12-o-tetradecanoylphorbol 13-asetat (TPA) ve TNFa'nin MMP-9
ekspresyonunu arttirdigi ancak insan sitotrofoblastlarinda MMP-2 aktivitesi Uzerinde
higbir etkisinin olmadigi da gosterilmistir. Bu durum galismamizda ifadesi degisen gen

bolgelerinden etkilenen TNF yolaginin MMP9 artisinda etkili olabilecegdini
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desteklemektedir. Ayrica calismamizda yolak analizlerinde degisen gen ifadelerinden
PI3K ve MAKP yolaklarinin etkilendigi gérilmektedir. Bu yolaklardaki degisimlerin Timp1
ifadesini etkileyebilecegdi bilinmektedir. Yapilan ¢alismalar hem PI3K hem de MAPK
sinyal yollarinin HTR8/SVneo hticrelerinde Timp1 ekspresyonunun diizenlenmesinde rol
oynadigini goéstermistir (Qiu vd 2004). Calismamizda mikrodizin analizlerinde laminin alt
Unitelerinden; artmis laminin gamma 3, azalmis laminin alfa 5, artmis laminin beta 1,
azalmig laminin alfa 1 ve artmis laminin alfa 2 (LAMA2) ifadesi gorilmektedir. insan
plasental gelisimi sirasinda integrin profilindeki degisiklik, invaziv trofoblastlar tarafindan
sergilenen epitelyal-mezenkimal geciste rol oynar. a1B1 integrini, desidua'da bol
miktarda ifade edilen laminin 2 gibi farkli kolajenler ve lamininlerle bir etkilegimi tesvik
eder. Wang vd. (2015) laminin reseptdéri 1'in (LR1) RNA interferans aracih
susturulmasinin MMP2 ve -9 ekspresyonunu azaltarak ve Timp ekspresyonunu artirarak
insan trofoblast benzeri hicre (JEG3) migrasyonunu ve invazyonunu bastirdigini
gostermistir. LR1 ayrica MMP9 ekspresyonu yoluyla hipoksiye bagh trofoblastik
migrasyona katkida bulunur. Preeklampsili kadinlarin plasentalari, sitotrofoblastlarda ve
sinsityotrofoblastlarda azalmis LR1 ekspresyonu sergiler. Hipoksi ayrica, fare trofoblast
kok hucrelerinde, E-kaderin ekspresyonunda bir azalma ve MMP9 ve -12
ekspresyonunda artis ve hicre disi bir matris boyunca hareketle iligkili bir epitelyal-
mezenkimal benzeri donusimu in vitro olarak aktive eder. Bu yanitlar, HIF sinyal yolunun
aktivasyonuna baglidir (Silva ve Serakides 2016).

Ozetle calismamiz ilk hipotezinde dnermis oldugumuz MMP/Timp dengesindeki
bozulmanin diyabetle dogrudan ve/veya dolayl yollardan iligkili oldugu gosterilmistir.

Galismamizin diger bir hipotezi degisen gen ifadeleri nedeniyle ortaya
cikabilecek olumsuzluklar Gzerineydi. Mikrodizin analizi sonuglarina gore degisen gen
ifadelerinin iligkili oldugu cok sayida yolak, biyolojik fonksiyon, molekuler islev ve hicre
yapisina ait mekanizmanin oldugu ortaya konmustur. Genontoloji analizi sonuglarina
gore biyolojik iglevler ile ilgili degisimlerin blyUk orani sistem gelisimi, multiselller
organizma gelisimi, hlicre populasyonu proliferasyonu ve dis uyarana yanit ile iligkilidir.
Hucresel bilesenlerdeki en blyilk ortak dedisimin ekstraselller matriks iliskili oldugu
gorulmektedir. Bunun yani sira membran yapilari ve transmembran proteinlerinde
degisim oldugu goérulmektedir. Molekuler fonksiyonlardaki degisimlere bakildiginda ise
iyon baglanmasi, protein baglanmasi, hicre adezyon molekillerinin baglanmasi ve
reseptor ligand aktivitesindeki degisim tim gruplarda ortak olarak goérilen degisimlerin
basinda gelmektedir. Kegg yolak analizinde de en fazla degisimin membran yapilari,
ekstraseluler matriks ve uyaranlara kargi yanit mekanizmalari ile ilgili oldugu
gorilmektedir. Oncelikle, olusturdugumuz galisma modelinin teyidi agisindan diyabet ve

instlin mekanizmalari ile ilgili gen ifadelerinde degisimin oldugu goérulmustur. Bu
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baglamda kegg yolak analizine gére Cd80, RT1 sinif I, lokus CE2 (RT1-CE2), RT1 sinif
I, lokus T24, gen 4 (RT1-T24-4), RT1 sinif Il, lokus Ba(RT1-Ba), RT1 sinif I, lokus Bb (
RT1-Bb), RT1 sinif ll, lokus Dma (RT1-DMa), RT1 sinif ll, lokus DMb (RT1-DMb), RT1
sinif I, lokus Db1 (RT1-Db1), RT1 sinif b, lokus O1 (RT1- O1), RT1 class Ib, locus S3
(RT1-S3), interleukin 1 beta (ll1b) ve perforin 1(Prfl) ile ilgili gen ifadelerindendir. Bunun
disinda SHC adaptér protein 2 (Shc2), asetil-CoA karboksilaz alfa(Acaca),
fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt birim beta (Pik3cb), fosforilaz, glikojen;
beyin(Pygb) protein tirozin fosfataz, non-reseptor tip 1 (Ptpn1), sterol dizenleyici
element baglayici transkripsiyon faktor 1 (Srebf1) ve sitokin sinyallesmesini baskilayici
3 (Socs3) gen ifadeleri de insilin sinyal yolaginda etkili ifadesi degisen gen bolgeleridir.
Bu yolaklarla ilgili degisimler diyabet modelimizin dogrulugunu gen ifadesi baglaminda
da teyit etmektedir. Calismamizda ayrica CAMP sinyal yolagi, kalsiyum sinyal yolag,
BMP sinyal yolagi, p53 sinyal yolagi, MAPK sinyal yolagi, PI3K-Akt sinyal yolagi, Jak-
STAT sinyal yoladi, Hippo sinyal yolagi, Wnt sinyal yolagi ve TNF sinyal yolagi ile iligkini
gen ifadelerinde de degdisim oldugu gérilmustar.

cAMP sinyal yolagina iligskin degisen gen ifadeleri 5-hidroksitriptamin reseptéru
1F(Htr1f), ATPase Na+/K+ tasima alt birimi alfa 2 (Atp1a2), ATPase Na+/K+ tasima alt
birimi beta 1 (Atp1b1), FBJ osteosarkom onkogeni(Fos), T hicre lenfoma invazyonu ve
metastaz 1 (Tiam1 ), adrenoseptor beta 2(Adrb2), cAMP'ye yanit veren element
baglayici protein 3 benzeri 1 (Creb3l1), cAMP'ye yanit veren element baglayici protein
3 benzeri 2(Creb3I2), kolinerjik reseptdr, muskarinik 2 (Chrm2), gama-aminobdtirik asit
tip B reseptor alt birim 1 (Gabbr1), glutamat iyonotropik reseptdér AMPA tipi alt birim 4
(Gria4), fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt birim beta (Pik3cb), fosfolamban
(PIn) prostaglandin E reseptdr 3 (Ptger3), ras- ilgili C3 botulinum toksin substrati 2 (rho
ailesi, kigik GTP baglayici protein Rac2) (Rac2) ve tiroid uyarici hormon reseptéri
(Tshr)’dur. Hucre ici siklik AMP'nin yukselmesi, kalsiyum kanallari, potasyum kanallari
ve miyozin hafif zincir kinaz dahil olmak Uzere ¢oklu hucre ici hedefler Uzerindeki etkiler
yoluyla miyometriyal gevsemeyi destekler. cAMP diizenleyici yollarin (sentez ve hidroliz)
tam olarak anlasiimasi, erken dogumu geciktirmek veya engellemek icin daha iyi
tokolitiklerin geligtiriimesine yardimci olacaktir (Yuan ve Bernal 2007). Ahn vd. (2016)
desidualizasyon siireci igin CREB3L1'in gerekli oldugunu gostermistir. ilging bir sekilde,
ERK1 / 2'nin fosforilasyonun da CREB3L1 ile susturulmus insan embriyonik kok
hicrelerinde (IEKH) 6nemli Olgide azaldigini ortaya koymuslardir. Endometriozisli
hastalardan alinan iEKH'lerinin bozulmus desidualizasyon gosterdigi ve P4-PR
sinyalleme ekseninin dizensizliginin infertilite ve endometriozis dahil olmak Uzere cesgitli

endometriyal hastaliklarla baglantili oldugu bilinmektedir.
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Kalsiyum sinyal yolaginda ifadesi degisen gen bdlgeleri 5-hidroksitriptamin
reseptorl 2A (Htr2a), 5-hidroksitriptamin reseptori 2B (Htr2b), adrenoseptér alfa
1A(Adra1a), adrenoseptdér beta 2 (Adrb2), anjiyotensin Il reseptérl, tip 1a (Agtrla),
bradikinin reseptori B2 (Bdkrb2) kolinerjik reseptér , muskarinik 2(Chrm2), erb-b2
reseptoru tirozin kinaz 3 (Erbb3), erb-b2 reseptéri tirozin kinaz 4 (Erbb4), gastrin salan
peptit reseptort(Grpr), inositol 1,4,5-trifosfat reseptord, tip 1( Itpr1), nitrik oksit sentaz 2
(Nos2), fosfolamban (PIn) fosfolipaz C, gama 1 (Plcg1), trombosit kaynakli biyime
faktort reseptoru alfa (Pdgfra), trombosit kaynakh buyume faktori reseptoru beta
(Pdgfrb), prostaglandin E reseptdri 3 (Ptger3) ), purinerjik reseptdér P2X 1 (P2rx1),
purinerjik reseptor P2X 2 (P2rx2), ryanodin reseptor 3 (Ryr3) tirotropin salgilatici hormon
reseptdrt (Trhr) ve troponin C2, hizli iskelet tipi (Tnnc2)’ dir. Hamilelik sirasinda insan
plasentasi anneden fetlse yaklasik 30 g kalsiyum (Ca2+) transfer eder (Baczyk vd
2011). Bu transfer esas olarak Uglnci trimesterde 140 mg/kg oraninda yapilir. Ca2+
fetlislin iskeletinin mineralizasyonu ve birgok hiicresel fonksiyon igin hayati énem
tasidigindan fetlisin yeterli bayimesine ve gelismesine izin verir. Fetal dolasima
girdikten sonra, Ca2+ oOzellikle fetis tarafindan kemik mineralizasyonu icin, ayrica
hormon salgilanmasi, enzimatik fonksiyonlar, hiicre sinyalizasyonu, kas kasilmasi ve
diger bircok metabolik sure¢ icin kullaniir (Lafond vd 2001). Ayrica Ca2+,
sitotrofoblastlar tarafindan da eksprese edilir. Sinsityotrofoblastlarin CaR'nin lokal
ifadesi, anne ve fetlis arasindaki transepitelyal tasimanin kontrolinde maternal Ca2+
konsantrasyonunun bir roll oldugunu duasundurdr. Plasentanin ekstravilléz bolgesinde,
ankraj villuslarinda trofoblast kolonlari olusturan hicrelerde, maternal kan damarlarinin
yakininda ve gegis sitotrofoblastlarinda CaR tespit edilmigtir. Uterus invazyonu ve
plasental bagisiklik ayricaliginin korunmasi slrecinde ekstravilléz sitotrofoblastlarin
6nemi g6z 6nudne alindijinda, CaR, maternal hicre disi Ca2+ konsantrasyonunun
plasentasyonu destekleyebilecedi veya slrdirebilecedi olasi bir hedefi temsil eder
(Bradbury vd 2002). Large vd (2014), erken gebelik sirasinda endometriyal fonksiyon
icin kritik olan epidermal biylime faktdrli reseptéri (Egfr) ekspresyonu olmayan
farelerde, proliferasyonun, hiicre sag kalimi, farklilagsma ve hedef gen ekspresyonu dahil
desidualizasyondaki kusurlar nedeniyle blastosist implantasyonundan kisa bir slre
sonra gebeligin sonlandigini ortaya koymuslardir.

BMP sinyal yolaginda SMAD aile Gyesi 6 (Smad6), kemik morfogenetik protein 6
(Bmp6), kemik morfogenetik protein reseptori tip 1B (Bmprlb), distalsiz homeobox 5
(DIx5), follistatin (Fst), buyume farklilagsma faktori 6 (Gdf6), DNA baglama inhibitoru 1,
HLH protein (1d1), msh homeobox 2 (Msx2), teratokarsinom kaynakh blyume faktori 1
(Tdgfl) ve transmembran protein 100 (Tmem100) ifadesi degismis olan gen bdlgeleridir.

Kemik Morfogenetik Proteinleri (BMP'ler), proteinlerin Donustirtctu Buyume Faktori-p
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(TGF-B) slper ailesine ait olan bir sinyal molekilleri grubudur. Baslangi¢cta kemik
olusumunu indikleme yetenekleri kesfedilen BMP'lerin artik tiim organ sistemlerinde ¢ok
onemli roller oynadigi bilinmektedir. BMP'ler embriyogenez ve gelisimde ve ayrica
yetiskin doku homeostazinin korunmasinda énemlidir (Wang vd 2014). BMP'ler, kanonik,
Smad'e bagh yol veya cesitli kanonik olmayan yollar araciligiyla sinyal verir. Kanonik
yolda, BMP'ler, tip | veya tip Il serin/treonin kinaz reseptérlerine baglanarak ve bir
heterotetramerik kompleks olusturarak sinyal iletim kaskadi baslatir. Yapisal olarak aktif
tip Il reseptdr daha sonra tip | reseptdru transfosforile eder ve tip | reseptér R-Smads'
(Smad1/5/8) fosforile eder. Fosforillenmis Smad1/5/8, ko-Smad (Smad4) ile birlesir ve
kompleks, gen ekspresyonunu dizenlemek icin koaktivatérler veya koruyucularla
birlestigi nikleusa yer degistirir. Retinal apoptoz, gelisim sirasinda yalnizca ventral
retinada eksprese edilen BMPR-1B'nin kaybiyla da iligkilidir (Liu vd 2003). Son
zamanlarda yapilan calismalar, in vitro fertilizasyon uygulanan kontrol hastalarindan
elde edilen granlloza hicrelerine kiyasla polikistik over sendromu hastalarindan izole
edilen granuloza hucrelerinde BMP-6 mRNA seviyesinin arttigini géstermistir (Khalaf vd
2013).

p53 sinyal yolagi ile iliskili ifadesi degisen gen bolgeleri; kontrol noktasi kinaz 1
(Chekl), siklin B1 (Ccnbl), siklin B2 (Ccnb?2), siklin E1 (Ccnel), siklin E2 (Ccne2), sikline
bagimli kinaz 2 (Cdk2), sikline bagimli kinaz inhibitéri 1A (Cdknla), sitokrom ¢ somatik
(Cycs), blyime durdurma ve DNA hasari ile indiklenebilir, alpha (Gadd45a), buylime
durdurma ve DNA hasari ile induklenebilir, gama (Gadd45g), ribonlkleotid reduktaz
dizenleyici alt birim M2 (Rrm2), serpin ailesi B Gye 5 (Serpinb5 ) ve sestrin 1 (Sesnl)’dir.
Somatik hicrelerde genomik stabilitenin  korunmasinda ve timoér olusumunun
onlenmesinde temel iglevleri yerine getirdigi bilinen p53 proteini, insan Uremesinde de
onemli bir rol oynar. p53, disi germinatif hiicrelerin ve embriyolarin teratojenik ajanlara
karsi korunmasinda rol oynar ve embriyo implantasyonunun énemli bir aracisi olan
I6semi inhibitdér faktor (LIF) proteininin ekspresyonunu indikler (Hu vd 2007, Hu 2009).
Ayrica TP53 Arg/Arg (rs1042522) ve MDM2 TT (rs2279744) genotiplerinin
kombinasyonu, tekrarlayan gebelik kayiplari igin bir risk faktérl olabilecegi yapilan
calismalarla gosterilmistir (Fraga vd 2014).

MAPK sinyal yolaginda degisen gen ifadeleri; FBJ osteosarkom onkogeni(Fos),
fibroblast blyime faktérl reseptdri 3 (Fgfr3), biyime durmasi ve DNA hasari ile
induklenebilir, alfa (Gadd45a), buyime durmasi ve DNA hasari ile indiklenebilir, gama
(Gadd45g), interlokin 1 beta (l11b) , interldkin 1 reseptdr tip 1 (111r1), mitojenle aktive olan
protein kinaz 13 (Mapkl3), mitojenle aktive olan protein kinaz kinaz 3 (Map2k3),
mitojenle aktive olan protein kinazla aktive olan protein kinaz 3 (Mapkapk3), trombosit

tirevli bayime faktéri reseptori alfa (Pdgfra), trombosit kaynakh blylime faktoru
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reseptdri beta (Pdgfrb) ve ras ile iligkili C3 botulinum toksin substrati 2 (rho ailesi, kliguk
GTP baglayici protein Rac2) (Rac2)'dir. Cok sayida rapor, MMP9 ekspresyonunun,
hicrelerin hayatta kalma, ¢ogalma ve invazyon yeteneklerinin diizenlenmesinde yer alan
MAPK, PI3K/AKT ve Notch sinyal yollari tarafindan dizenlendigini géstermistir. Bazi
sonuglar, siklosporin A (CsA)'nin, MAPK sinyal yolunu aktive ederek erken gebelik
sirasinda MMP9 ve MMP2 ekspresyonunun artmasinin yani sira EVT hicrelerinin
invazyonunu destekledigini gdsterdi (Zhou vd 2007). Onceki calismalar, MAPK sinyal
yolunun EVT hdcrelerinin  proliferasyon, migrasyon, invazyon, farklilasma ve
apoptozunda yer aldigini bildirmistir. Cogu durumda, migrasyon ve invazyon yetenekleri,
MAPK sinyal yolunun aktivasyonu ile daha da gelistirildi (Fitzgerald vd 2005). Ornegin,
EGF, PI3K ve MAPK sinyal yollarinin es zamanli aktivasyonu yoluyla EVT hlcrelerinden
MMP9 ve TIMP1 salgilanmasini tesvik edebilir (Qiu vd 2004). Ayrica EVT hucrelerinin
MMP9 ekspresyonundaki artisin, 12 saat boyunca “Semen Cuscutae'den elde edilen
toplam flavonoidler (TFSC)” ile tedavi edildiginde MAPK sinyal yolunun aktivasyonu
yoluyla duzenlenebilecegini gdstermistir. Ayrica, toplam protein ekspresyonu
degismeden ERK, p38 ve AKT'nin fosforilasyonu da artmistir. Fosforilasyonun en ¢ok 12
saat gibi daha sonraki bir zaman noktasinda oldugu gosterildi (Gao vd 2018). TNF-a ve
LAMA4 ayrica EVT hucrelerinde MMP9 ekspresyonunu indukleyebilir ve MAPK sinyal
yolu yoluyla invazyon yetenegini tesvik edebilir (Cohen vd 2006b).

P13K-Akt sinyal yolaginda cAMP'ye duyarli element baglayici protein 3 benzeri 1
(Creb3I1), cAMP'ye duyarli element baglayici protein 3 benzeri 2 (Creb3l2), kolinerjik
reseptor, muskarinik 2 (Chrmz2), kolajen tip | alfa 1 zinciri (Collal), kolajen tip | alfa 2
zincir (Colla2), kolajen tip VI alfa 5 zincir (Col6a5), kolajen tip XXIV alfa 1 zincir
(Col24al), kolajen, tip VI, alfa 4 (Col6a4), koloni uyarici faktoér 3 reseptort (Csf3r), koloni
uyarici faktor 3 (Csf3), siklin E1 (Ccnel), siklin E2 (Ccne2), sikline bagimli kinaz 2
(Cdk2), sikline bagimli kinaz inhibitéri 1A (Cdkn1a), fibroblast blylime faktori reseptori
3 (Fgfr3), hepatosit blylime faktdrti(Hgf) integrin alfa 2 (Itga2) integrin alt birimi alpha 3
(Itgal), integrin alt birimi alpha 8 (Itga8), integrin alt birimi beta 3(Itgh3), laminin alt birimi
alpha 2 (Lamaz2), laminin alt birimi alpha 3 (Lama3), laminin alt birimi alpha 5 (Lama5 ),
lizofosfatidik asit reseptori 4 (Lpar4), fosfatidilinositol-4,5-bifosfat 3-kinaz, katalitik alt
birim beta (Pik3ch), plasental buylime faktéri (Pgf), plat elet kaynakli biyime faktori
reseptoru alfa (Pdgfra), trombosit kaynakli biylme faktori reseptori beta (Pdgfrb), Myb
proto-onkogen proteini (C-myb) ve vitronektin (Vtn) benzeri salgilanan fosfoprotein 1
(Sppl) ifadesinin degistigi goérulmektedir. PI3K/Akt sinyal yolu, ¢ogalma, blyime,
hayatta kalma, apoptoz, tumor buyumesi ve anjiyogenez gibi cesitli kritik hucresel
fonksiyonlari dizenler. PI3K/Akt sinyal yolu, implantasyon 6ncesi asamada da ¢ok

onemlidir. Yapilan galisma farelerde 'implantasyon penceresi' sirasinda PI3K/Akt sinyal
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yolunun énemli bir rol oynadidini gostermektedir (Liu vd 2014). Gebelige bagl kardiyak
hipertrofi gelisimi sirasinda ERK1/2 aktivasyonu ile PI3K/Akt/GSK3b yolu arasinda
karsilikli etkilesim iginde oldugu gdsterilmistir (Chung vd 2012). Ayrica fosfatidilinositol-
3-kinaz/Akt/memeli rapamisin hedefi (PI3K/Akt/mTOR) yolunun azalan ekspresyonunun,
preeklampsi gelisimi ile gucli bir korelasyona sahip oldugu da bildirilmistir (Yuan vd
2017). Preeklampsi plasentalarinda LN-a5 ekspresyon seviyelerinin, normal
gebeliklerinkinden 6nemli 6lgide dusik oldugu, LN-a5 ekspresyonundaki eksikligin
trofoblast proliferasyonu ve invazyonunun azalmasina, ancak hicre apoptozunun
artmasina neden oldugunu ve bu arada PI3K/AKT/mTOR sinyal yolunun da LN-a5'nin
susturulmasi tarafindan bozuldugu ortaya konmustur (Zhang vd 2018). Ayrica LNa5 gen
mutasyonu, ndral tip kapanmasi, parmak ayriimasi, plasentasyon, bdbrek olusumu,
pulmoner lob ayrilmasi, sa¢ morfogenezi ve bagirsak diiz kas farklilagsmasinda kusurlara
yol agtigi bilinmektedir (Miner ve Li 2000, Nguyen vd 2002, Olcato-Bellemin vd 2003).
Ekspresyonu azalan LNa5, preeklampsi plasentalarinda gézlenir ve PISK/AKT/mTOR
yolaklari yoluyla HUVEC'lerin proliferasyonunu, migrasyonunu ve anjiyogenezisini inhibe
eder (Zhang vd 2020).

Jak-STAT sinyal yolaginda ifadesi degisen gen bolgeleri; siliyer norotrofik faktor
reseptort (Cntfr), koloni uyarici faktér 2 reseptéri beta ortak altbirimi (Csf2rb), koloni
uyarici faktor 3 reseptori (Csf3r), koloni uyarici faktor 3 (Csf3), interferon, epsilon(lfne),
interlokin 10 (1110), interlokin 11 reseptor alt birimi alfa 1 (1111ra1), interlokin 12 reseptor
alt birimi beta 2 (1112rb2), interlokin 24 (1124), I6semi inhibitér faktdr reseptor alfa (Lifr),
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat  3-kinaz, katalitik alt birim beta (Pik3ch), sitokin
sinyalizasyon baskilayicisi 3 (Socs3) ve interlokin 6 reseptdrt (IL6r)’dur. STAT protein
aktivasyonu, hamileligin erken evrelerinde yer alan yaygin bir olgudur. JAK baglayici
reseptdrleri uyaran spesifik biyoaktif peptitlerin etkisinin bir sonucudur. Bu reseptorler
icin ligandlar ¢ok yonli olarak hareket edebilir ve gebelik dlizenlemesine katilan ¢ok
sayida dokuyu etkileyebilir. Bu ligandlar arasinda sinif | veya |l sitokin reseptorlerini
kullanan sitokinler, IFN'ler ve hormonlar bulunur. Bu memelilerde en yuksek LIF
ekspresyonu seviyesi, hamileligin dérdinci glninde, embriyonun uterus epiteline
yapismasinin gergeklestigi zamanda gézlenir. LIF hem JAK/STAT hem de MAPK sinyal
yollarini uyarabilse de STAT proteinleri muhtemelen uterus epiteli aliciidinin
olusturulmasindan sorumludur (Maj ve Chelmonska-Soyta 2007). Beta hicre
geniglemesi, prolaktin reseptéri (PRLR) araciligiyla sinyal gdéndererek ydnlendirilir.
Laktojenik hormonlar prolaktin ve plasental laktojen tarafindan PRLR yoluyla sinyal
verilmesi, JAK-STAT sinyallesme kaskadini uyarir. Spesifik olarak, Janus Kinaz 2 (JAK2)
yapisal olarak PRLR ile iligkilidir ve JAK2 kinaz aktive edildiginde Sinyal Donusturtciyu
ve Transkripsiyon 5 Aktivatorind (STATS) alir ve fosforile eder. STAT5, hiicre dongusu
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ve hayatta kalma ile ilgili genler dahil olmak Uzere cekirdekteki birka¢c hedef genin
ekspresyonunu duzenler. Kemirgen modellerinde ilk kesifler yapilmis olmasina ragmen,
insan prolaktininin beta hicre sagkalimini da arttirdigi gosterilmistir (Mortlock vd 2021).

Hippo sinyal yoladi ile iliskili ajuba LIM proteini (Ajuba), kemik morfogenetik
proteini 6 (Bmp6), kemik morfogenetik protein reseptéri tip 1B (Bmpr1b), blyime
farkhlagsma faktori 6 (Gdf6), DNA baglama inhibitéri 1, HLH proteini (Id1), kanatsiz tip
MMTV entegrasyonu bdlgesi ailesi Uyesi 2 (Wnt2), kanatsiz tip MMTV entegrasyon
bdlgesi ailesi, Uye 16 (Wnt16) ve kanatsiz tip MMTV entegrasyon bolgesi ailesi 7A
(Wnt7a) gen ifadesi degisimi gorulmustur. TEAD4 iceren Hippo araci kompleksine
odaklanilan iki calismada: Saha vd (2020) erken postimplantasyon fare plasentasindaki
iglevini birinci trimester insan plasentasiyla kargilastirir ve eksikligini tekrarlayan gebelik
kaybi (RPL) ile iligskilendirirken Meinhardt vd (2020) transkripsiyonel kofaktér YES ile
iligkili protein  1'in  (YAP1) trofoblast kok yapisini duizenledigi mekanizmaya
odaklanmisgtir. Hippo sinyal yolaginin organ boyutunu, doku rejenerasyonunu, hiicre
kaderi kararini, kok hiicre kaynagini ve farklilasmay kontrol ettigi bilinmektedir (Varelas
2014). Fare preimplante embriyosunda, morulanin i¢ ve dis hlicreleri arasindaki Hippo
yolunun farkl aktivasyonu, blastosistin i¢ hiicre kitlesi ve dig TE tabakasi arasinda ayrim
yapilmasina yol acan ilk soy spesifikasyonunu belirler (Nishioka vd 2008). Dis
katmandaki kapali durum, TEAD4 ile kompleks halinde TE'ye 06zgu genlerin
ekspresyonunu yonlendiren ve bu soyu belirleyen YAP1 kofaktor proteininin nikleer
translokasyonuna izin verir (Nishioka vd 2009). Bu mekanizmanin insan trofoblast soy
spesifikasyonunda korunduguna dair bazi kanitlar vardir (Home vd 2012, Soncin ve
Parast 2020). Ajuba LIM proteinleri (Ajuba, LIMD1, WTIP), epiteli yeniden sekillendirmek
icin hlicre adeziv olaylarini nikleer yanitlarla iletme potansiyeli sergileyen sitozolik
adaptor proteinlerdir (Marie vd 2003, Langer vd 2008). Memeli ve Drosophila
hicrelerinde, Ajuba LIM proteinleri/dJub, YAP/Yki'nin fosforilasyonunu engellemek igin
LATS/Wts ve WW45/Sav ile etkilesime girerek Hippo sinyal yolunun negatif
dizenleyicileri olarak gorev aldiklari gésterilmistir (Das Thakur vd 2010). Endometrial
fibrozis, epitelyal/fibroblast-miyofibroblast gecisi ile karakterize olan intrauterin
adezyonun (IUA) gelisiminde anahtar bir patolojik olay olarak kabul edilmektedir.
Myofibroblastlar, fibr6z skarlasmanin patogenezinde c¢ok &nemli roller oynar ve
myofibroblast farklilagsmasi coklu sinyal yollar tarafindan tetiklenebilir. Hippo sinyali,
endometriumda spesifik bir spatiotemporal ekspresyon sergileyen epitelyal / fibroblast-
miyofibroblast gecisi ve alfa-diz kas aktininin kritik bir dizenleyicisidir. Hippo sinyali,
fibroz hastaliklarda kritik bir rol oynar, Wnt ve TGF-f3 sinyallemesi ile gapraz etkilesimlere
katihr (Zhu vd 2017).
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Wnt sinyal yolagi ile ilgili ise kalsiklin baglayici protein (Cacybp), matriks
metallopeptidaz 7 (Mmp7), ras ile ilgili C3 botulinum toksin substrati 2 (rho ailesi, kiglk
GTP baglayici protein Rac2) (Rac?2), kivrik iligkili protein 1 (Sfrp1), salgilanmis kivriimis
ile ilgili protein 5 (Sfrp5), kanatsiz tip MMTV entegrasyon bdlgesi ailesi tUyesi 2 (Wnt2),
kanatsiz tip MMTV entegrasyon bélgesi ailesi Gyesi 16 (Wnt16) ve kanatsiz tip MMTV
entegrasyon bolgesi ailesi lUyesi 7A (Wnt7a) gen ifadelerinde degisim s6z konusudur.
Whnt'lerin reseptorlerine baglanmasiyla G¢ yolun aktive edildigi bilinmektedir: (1) kanonik
Whnt/b-katenin kaskadi; (2) kanonik olmayan duzlemsel hucre polaritesi (PCP) yolu; ve
(3) kanonik olmayan Wnt/Ca2+ yolu. PCP yolunda, Wnt'nin baglanmasi, Dvl ve Dvl ile
iliskili morfogenez 1 aktivatorinden (Daam1) olusan bir kompleksin olusumunu tetikler.
Bu kompleks sirayla Rho'yu ve ardindan Rho ile iligkili kinazi (Rock) ve miyozini aktive
eder. GTPaz'in uyarilmasi ve Rac'in aktivasyonu da gergeklesir, ancak Daam1'den
bagimsizdir; Rac daha sonra c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonunu indukler
(Marlow vd 2002). Kanonik olmayan sinyallemenin ikinci dali, fosfolipaz C'nin (PLC)
heterotrimerik G-proteinleri araciligiyla ilk aktivasyonunu igerir ve bu da inositol 1,4,5-
trifosfatin (IP3) salinimi ve aktivitesi yoluyla sitoplazmik Ca2+ seviyelerini arttirir. Artan
Ca2+ seviyeleri, birkag Ca2+ yanit veren kinazi aktive eder. Bunlardan Ugilnin
Wnt/Ca2+ sinyali ile aktive edildidi iyi bilinmektedir: kalmodulin bagimli kinaz Il (CaMKII),
protein kinaz C (PKC) ve kalsinérin. Wnt/Ca2+ sinyali hiicre adezyonu, hiicre iskeleti
yeniden dizenlemeleri ve diger gelisim slrecleri ile iligkilidir (Kohn ve Moon 2005).
Preimplantasyon donemi embriyoda ifade edilen gesitli Wnt sinyal bilesenlerinin, agirlikli
olarak Ca2+ bagimh sinyallesme ve/veya MAPK aktivasyonunu igeren kanonik olmayan
yollar araciligiyla iglev gormesi muhtemeldir. Bu yollarin preimplantasyon gelisimi igin
gerekli oldugu bilinmektedir (Wang vd 2004b, Nayeem vd 2016). Wnt'lerin implantasyon
dizenleyicilerinin kilit bir ailesi oldugunu ilk kez dogrulayan calisma, TCF/Lef-LacZ
raportér faresini kullanmistir. Bu g¢alisma, uterustaki kanonik Wnt sinyalinin,
implantasyondan hemen ©6nce embriyo implantasyonunun olasi bédlgesinde
induklendigini gostermistir. Bu gecici, ancak zamaninda aktivasyon, bir blastosist ve
preimplantasyon dstrojen sekresyonunun varhgini gerektirir. Aktif blastosist tarafindan
eksprese edilen bir Wnt ligandi olan Wnt7a proteininin intrauterin verilmesi, uterus Wnt/b-
katenin sinyalini indikleyebilirken, sFRP2'nin Wnt7a ile birlikte uygulanmasi sinyal
yolunu inhibe eder ve implantasyonu bozar (Mohamed vd 2004, Mohamed vd 2005).
SFRP1/SFRP3'Un Wnt yolaginin negatif dizenleyicileri oldugu, plasental gelisimde aktif
rol oynadidi ve gebelik patolojisinde édnemli bir rol oynadidi kanitlanmistir (Tepekoy vd
2015, Zmijanac vd 2018).

TNF sinyal yolag: ile ilgili degisen gen ifadeleri CXC motifli kemokin ligandi 10
(Cxcl10), CXC motifli kemokin ligandi 2 (Cxcl2), C-X3-C motifli kemokin ligandi 1
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(Cx3cl1), kemokin (CC motifi) ligandi 12 (Ccl12), interferon gama induklenebilir protein
47 (Ifi47), I6semi inhibitor faktor (Lif), karisik soy kinaz alani benzeri (MIkl) ve selektin E
(Sele)'dir. Timor nekroz faktéri-a (TNF-a), inflamasyonun merkezi bir diizenleyicisidir.
TNF-a ayrica implantasyon, plasentasyon ve gebelik sonucu ile ilgili inflamatuar
mekanizmalarla da iliskilendirilmistir. TNF-a, bagisiklik hicreleri tarafindan salgilanir ve
TNFR1 ve TNFR2 hlcre reseptorlerine baglanarak calisir. TNF-a ayrica, JAK/STAT
yolagiyla da iligkilidir. Th1 sitokinleri, 6zellikle TNF-a, Th17 ve Th2, &zellikle IL-10
arasindaki dogru denge, iyi obstetrik sonuglar elde etmek icin esastir. TNF-a hedefli
tedavi, tekrarlayan gebelik kaybi, erken ve siddetli preeklampsi ve tekrarlayan
implantasyon basarisizhgi sendromu gibi agirn TNF-a Uretimine bagh obstetrik
komplikasyonlari olan ve timU “idiyopatik” veya aPL pozitifligi ile iligkili olan kadinlarin
tedavisinde rasyonel olabilir (Alijotas- Reig vd 2017). Ge¢ gebelik sirasinda insilin
direnci, yag kutlesinden bagimsiz olarak dolasimdaki TNF-a'daki degisikliklerle énemli
Olgude iligkilidir. Artmis TNF-a'nin birincil kaynagi plasenta gibi goérinmektedir. TNF-aq,
insulin sinyalini ve insulin tarafindan duzenlenen glukoz alimini inhibe eder, dolayisiyla
gebeligin  insllin direncine bu sitokin araciigiyla aracilik edilebilecegini
dusundirmektedir (Kirwan vd 2002). MMP-9 dizenlemesinin p38 MAP kinaz aracih
kontroliinde yer alan transkripsiyon faktéri NF-kappaB'yi aktive ederek 5637 hicre
hattinda TNF-alfa MMP-9 ekspresyonunu indukledigi gosterilmistir (Le vd 2008). Herpes
simpleks keratit modelinde TNF-a seviyesinin MMP-2 ve MMP-9 seviyeleri ile pozitif
korelasyon gdsterdigine dair in vivo ve TNF-a'nin MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini insan
kornea epitel hucrelerinde FAK/ERK sinyallesmesinin aktivasyonu yoluyla uyardigina
dair in vitro kanitlar literatiirde mevcuttur (Yang YN vd 2012).

Bu calismada, siganlarda diyabete bagli gebelik basarisizliklarinin genetik ve
biyolojik temelini anlamak igin buatlnlestirici bir genomik analiz gergeklestirdik.
Calismamizda, ilk 6nce STZ ile diyabeti indikledigimiz siganlardan hamile oldugu
dogrulanan ve saglikli gebe sigan verileri kullanarak implantasyon ve post implantasyon
doénemlerindeki embriyo ile endometriyum arasindaki total gen ifadesi degisimine
odaklanildi. ilging bir sekilde, bu genomik bélgeler, embriyo implantasyonu, bagdigiklk
modulasyonu, kalsiyum sinyali, vaskullarizasyon ve organogenezde cesitli biyolojik
rollere sahip aday genleri barindirir. Ayrica, zenginlestirme analizi, hlcre-hicre
baglanmasi, hiicresel proliferasyon, membran butinligl, bagisiklik, kalsiyum sinyali,
steroid metabolizmasi ve gebelik kaybiyla iligkili genlerle dnemli olan on adet en ilgili
sureci ortaya ¢ikardi. Ek olarak, zenginlestirme analizi Ca2+, insulin, Wnt, Hippo, MAPK,
PI3K-Akt, TNF, p53, BMP, JAK-STAT ve cAMP sinyal yolaklari dahil olmak Uzere bir dizi
6nemli gen sinyal yolunu ortaya c¢ikardi. Bu sinyal vyolaklarinin gebeligin

surdurilmesinde, plasental gelisimde ve fetal buyimede gesitli rolleri vardir. Genel
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olarak, bu kapsaml calisma, diyabetik gebeligin strdirilmesinden sorumlu genetik
varyantlari, bireysel genleri ve karmasik biyolojik ve fizyolojik yollari ¢dzerek gebelik

kaybinin genetik mimarisinin daha iyi ve daha derin bir sekilde anlasiimasina katkida
bulunacaktir.
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6. SONUG

Diyabetin gebelik komplikasyonlarina neden olabilecek embriyo ve endometriyum

arasinda degisen molekuiler etkilesimleri arastirmayir amagladigimiz ¢alismamizda

ortaya koydugumuz sonugclar géstermektedir ki;

1)

2)

3)

4)

5)

Diyabet, gebeligin 6,5. gininde MMP3, MMP9 ve MMP20 ifadelerinin artisina;
8,5. gununde ise MMP3, MMP9 ve MMP11 ifadelerinin ise azalmasina neden
olmaktadir.

Tim1 ifadesinin yalnizca gebeligin 8,5. glninde kontrole goére azaldigi
gosterilmistir. Diger Timp ifadeleri agisindan gruplar arasi anlamh bir fark
bulunmamigtir. Degisen MMP ekspresyonuna karsi Timp ekspresyonunda
beklenen degisimin olmamasi degisen MMP ekspresyonuna karsi gerekli yanitin
gerceklesmedigini ve bu nedenle MMP/Timp dengesinde bozulmaya yol agtigini
goOstermektedir.

implantasyon siirecini etkileyen temel molekiiler mekanizmalardan cAMP sinyal
yolagi, MAPK sinyal yoladi, PI3K-Akt sinyal yolagi ve Jak-STAT sinyal yolagdi ile
iligkili cesitli gen ifadelerinin degisimi ortaya koyulmustur.

Gebeligin surddrtlmesi, embriyonik hiicre farklilasmasi ve organ gelisimi dahil
olmak Uzere birgok metabolik siregle ilgili molekuler yolaklardan, kalsiyum, BMP,
p53, Hippo, Wnt ve TNF sinyal yolaklari diyabetten etkilenen mekanizmalar
arasindadir.

Diyabetik gebelik implantasyon siurecinde ve sonrasinda farkli genlerin
ekspresyon degisimine neden oldugu gibi ayni genlerin farkl ekspresyon
paternleri sergilenmesine de neden olmaktadir. implantasyon sirasi ve
sonrasinda ortak degisen gen ifadesi sayisi birbirinden farklihk gosteren gen

ifadesine oranla oldukga dislk oldugu goéridlmustir. Bu durum diyabetin bu gen



74

ifadelerine dogrudan etkisinden ziyade, dedisimine neden oldugu fizyolojik

mekanizmalar ile dolayh yoldan etkiledigi kanaatini uyandirmaktadir.

Sonug olarak diyabetin gebelik slrecinde degisen gen ifadeleri ve bu genlerin
iliskili oldugu biyolojik, hicresel, molekuler iglevler ve yolaklar ortaya koyulmustur.
Fakat diyabetin bu gen ifadelerini hangi mekanizmalar araciligiyla degistirdigine
yonelik ileri calismalarin yapilmasi gerekmektedir. Calismamiz diyabetik gebelik
komplikasyonlarina neden olan mekanizmalarin arastiriimasi hususunda klavuz

niteligindedir.
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Abstract

Asherman syndrome (AS) occurs due to fibrosis or uterine adhesions as a result of damage to the basal layer of the endo-
metrium. The aim of this study is investigating the effects of adipose tissue-derived mesenchymal stem cell (ADMSC)
application on the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-like growth factor (IGF-1), miRNA-98,
miRNA199a in endometrial tissue in rats with AS. Study groups were designed as, control (C), Asherman syndrome (AS),
AS +oral estrogen (ASO), AS + ADMSC (ASSC), AS + oral estrogen+ ADMSC (ASSCO) with 7 samples in each group.
Characterization and differentiation experiments were performed in ADMSC obtained. Two weeks after the development
of the AS, ADMSC therapy was applied. BrdU (5-bromo-2'-deoxyuridine) labeling was performed to show the presence
of ADMSC in the tissues. Rats were sacrificed after 8 weeks and bilateral uterine horn resection was performed. Tissues
were fixed in formaldehyde. After routine tissue follow-up, sections were taken and evaluated with hematoxylin eosin stain-
ing. VEGF1 and IGF1 expressions were evaluated by immunohistochemical staining and western blot analysis. Expression
changes of miR-98 and miR-199a were detected by RT-PCR. Our results showed that stem cells and estrogen giving together
reduced inflammation and fibrosis in the endometrium. Immunohistochemistry and western blot results suggested that this
effect was achieved especially through IGF-1. In our study, decreased miR-98 and miR-199a expressions were determined
in Asherman syndrome. Furthermore, no changes of miRNA expressions were observed in treatment groups.

Keywords Asherman syndrome - Mesenchymal stem cells - VEGF - IGF-1 - miR-98 - miR-199a

Abbreviations PBS Phosphate-buffered saline
AS Asherman syndrome HG-DMEM High glucose Dulbecco’s modified Eagle’s
ADMSC Adipose tissue-derived mesenchymal stem medium
cell FBS Fetal bovine serum
VEGF Vascular endothelial growth factor KOGEM Kocaeli University stem cell and gene
IGF-1 Insulin-like growth factor therapy research and application centre
BrdU 5-Bromo-2'-deoxyuridine HCI Hydrocholric acid
RT-PCR Real time polymerase chain reaction HRP-SA Horse radish peroxidase conjugate
BM-MSC Bone marrow-mesenchymal stem cell streptavidin
miRNA MicroRNA H SCORE Histological Score
GAPDH Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
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hypomenorrhea or amenorrhea, infertility or recurrent preg-
nancy losses. AS has recently been shown to significantly
increase the risk of premature rupture of membranes, pla-
cental detachment, malpresentation [1]. Several studies have
shown that various stem cell sources provide endometrial
regeneration in AS [2]. Bone marrow-mesenchymal stem
cells (BM-MSCs) have been shown to differentiate pro-
genitor cells which form the basis for endometrial stromal
fibroblasts [3]. Adipose tissue is one of the most remarkable
stem cell sources due to its high availability, abundance of
mesenchymal progenitor cells, and minimal invasiveness
for autologous cell therapy. ADSCs secrete high levels of
regeneration-associated cytokines and growth factors [4].
Insulin-Like Growth Factor (IGF-1), Vascular Endothelial
Growth Factor (VEGF) is required for cyclic regeneration
of the endometrium. IGF-1 plays a critical role in uterine
repair. VEGF is a mitogen growth factor for the prolifera-
tion of smooth muscle cells and vascular endothelial cells.
They play an important role in wound healing and tissue
regeneration [3].

MicroRNAs (miRNAs) are functional RNA molecules
that are transcribed from the intron or exon regions on the
genome but are not translated into proteins [5—7]. These
non-coding RNA molecules bind to target mRNAs that are
complementary to their nucleotide sequences and perform
the regulation of post-transcriptional gene expression by
translational suppression or mRNA degradation. miRNAs
play important roles in homeostatic processes such as cell
proliferation, cell differentiation and cell death using this
pathway [6]. In a study, miRNA and mRNA expressions
have been shown comparatively during embryo implantation
in rat uterus [8]. miR-98 expression level was found low in
the follicular and luteal phase of endometrium and peri-post-
menaposal period, but the level was increased while tumor
development and implantation in rat uterus [9]. miRNA 98,
miRNA 199a has been shown to regulate various periods of
pregnancy in rat uterus [10-11].

The aim of this study was to evaluate the improvement
of endometrial tissue by immunohistochemistry and west-
ern blot methods after ADMSC therapy on rats with AS. It
was also to show whether there was any difference between
groups in terms of miRNA expression in AS.

Materials and methods

Animals and experimental protocol

Wistar albino, 40 healthy, 200-250 g, female rats were used
in our study. Rats were kept at 12-h light—dark cycle at 22 °C
and fed ad libitum. Ethics committee approval was obtained

from the ethics committee of Animal Experiments Ethics
Committee of Pamukkale University (Denizli, Turkey) with

@ Springer

the number PAU EK-2015/17. Before starting the study,
0.1 ml trichloroacetic acid was injected into the right uter-
ine horn of 2 rats and the left uterine horn left as control. AS
was histopathologically demonstrated after 2 weeks. After
experimental model of AS has proven, experimental groups
were formed (Fig. 1).

Control group (C) (n=7), AS group (0.1 ml trichloro-
acetic acid (6L015040; 20%, Biochemica) right uterine horn,
single dose) (AS) (n=7), AS + oral estrogen group (daily
0.1 mg/kg, 2 weeks (ASO) (n=7), AS+ ADMSC (1 x 10°
adipose tissue-induced mesenchymal stem cell, single dose,
local) group (ASSC) (n=7), AS + oral estrogen + ADMSC
group (ASSCO) (n=7) (Fig. 1). Before application to the
experimental groups, MSC from rat adipose tissue were
characterized and differentiation experiments were per-
formed. Stem cell therapy was administered 2 weeks after
the AS was established. BrdU [5-bromo-2-deoxyuridine]
detection kit (B5002; Sigma Aldrich, USA) was used to
show the presence of MSCs in the tissues. After 8 weeks,
rats were sacrificed and bilateral uterine horn resection was
performed. Tissues were fixed in neutral buffered formal-
dehyde. After tissues routinely fixed in 10% neutral-buff-
ered formalin, hematoxylin—eosin staining was performed.
VEGF, IGF-1 expression was evaluated by immunohisto-
chemical staining. VEGF, IGF-1 expression level was ana-
lyzed by Western Blot method. After miRNA isolation from
rat endometrium, miRNA expression change was determined
by real-time-polymerase chain reaction (RT-PCR) method.

Mesenchymal stem cell isolation from adipose
tissue

In this study, MSC was isolated from rat adipose tissue
material. In order to obtain mesenchymal stem cells from
adipose tissue, preliminary preparations were made. Peri-
renal adipose tissue of one male rat was taken from the ret-
roperitoneal region with laparotomy incision. Adipose tis-
sue was transferred to the laboratory in Phosphate-buffered
saline (PBS, Modified, Lot: AE28871274, USA) at room
temperature. Whole cell culture studies were performed with
sterile materials and under a laminar flow cabinet. The tis-
sues taken to the laboratory were quickly divided into small
pieces. After washing with PBS, it was incubated with 0.1%
collagenase enzyme in a shaking water bath for 1 h. The
high Glucose Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (Sigma,
RNBH4184 HG-DMEM, Germany), 10% Fetal bovine
serum (FBS, Capricorn, CP19-2648, South America), and
1% Penicillin streptomycin were then left in the incubator
(5% CO,, 37 °C). Cell proliferation was monitored. When
the cells reached 70% confluence, they were passaged to the
subculture. Cells reaching the third passage and reaching
70% confluency rate were removed with 0.25% trypsin and
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cell count was performed. And then flow sitometry analysis
and differentiation experiments were started.

Flow cytometry

Some of the cells in the third passage were sent to the
Kocaeli University Stem Cell and Gene Therapy Research
and Application Centre (KOGEM) for mesenchymal stem
cell characterization. Flow cytometry analysis confirmed
the characterization of the cells using FACSCalibur (BD
Biosciences, San Jose, CA) and CD29, CD90, CD45, CD54,
CD71, CD106 mesenchymal stem cell surface markers. For
the validation of these analysis results mesenchymal stem
cell differentiation experiments were performed. All these
steps were observed using invert microscope (CKX41,
Olympus, Japan). The proliferating cells were counted in
Thoma cell counting chamber after staining with trypan
blue.

Differentiation experiments
Adipogenic differentiation and oil red O staining

Third-passage culture-expanded cells at 70% confluence
were induced in the following adipogenic mediums for
15 days. The adipogenic medium (45 ml basal medium,
5 ml adipocyte supplement, 25 ul penicillin—streptomy-
cin) was prepared and changed every 3 days. Adipogeneses
were determined by post induction oil red O staining. Cells

Single
dose 0,1ml
trichloro
any acetic acid
inj. Rigth
utherin

horn

Trichloro
acetic acid
inj. + single
dose 1x10°
ADMSC
inj. Right
utherin
horn

Trichloro
acetic acid
inj. +
0,1mg/kg
oral
ostrogen 2
weeks

everyda

Trichloro
acetic acid
inj. + Oral
Ostrogen
+ ADMSC
inj.

were washed twice with PBS and fixed with 10% formalin
for 10 min. After fixation, cells were stained with aliquots
of filtered oil red O solution (stock solution: 3 mg/ml in
isopropanol; working solution: 60% oil red O stock solu-
tion and 40% distilled water) for 1 h. After staining, cells
were washed with water to remove unbound dyes. Hema-
toxylin—Eosin was added to each box for 1 min and then
washed with distilled water. Cells visualized by phase con-
trast microscope and photographed.

Osteogenic differentiation and Alizerin Red S staining

After removing the cells in the third passage and counting
the cells, there were 3.5 x 10° viable cells in 1 ml of cell sus-
pension. After inserting medium (1,813,285; Gibco, USA)
into a culture dish and adding 20 pl of cell suspension, the
culture dish was placed in the incubator. The medium was
changed every 2-3 days (twice a week). At the end of the
21st day, after removing the medium, 4% formaldehyde was
added to the cells and left for 30 min. After fixation, stained
with Alizerin Red S (E1816; ChemCruz, SantaCruz, USA)
for 2-3 min. Cells visualized by phase contrast microscope
and photographed.

Chondrogenic differentiation and alcian blue staining
Cells in the third passage were removed and counted. Five

droplets which had five microliters of the cell suspension
prepared at a concentration of 1.6 x 107 live cells/ml were
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placed in the center of 12 well-plate wells and incubated
at 37 °C for 2 h. Then, the chondrogenic differentiation
medium (1,813,309; Gibco, USA) added on it and placed
in the incubator. The medium was changed every 2-3 days
(twice a week). At the end of the 14th day, after removing
the medium, 4% formaldehyde was added to the cells and
left for 30 min. After fixation, the cells were incubated in
1% Alcian blue (SLBR0633V; SigmaAldrich, India) solution
dissolved in 0.1 N HCI for 30 min. Alcian Blue was removed
and cells washed with 0.1 N HCI then cells were visualized
by Phase contrast microscope.

Histological evaluation

The excised uterine horn was fixed for 72 h in neutral buffer
formaldehyde. The tissues were washed for 1 h under run-
ning water. Dehydrated with 50, 60, 70, 80, 90 and 100%
concentrated ethanol. After waiting for 2 h in xylene for
clearing tissue sections, tissues were left in liquid paraffin
for 2 h. At the end of 2 h, tissues were embedded to paraffine
blocks.

Hematoxylin eosin staining protocol

The specimens were transversely and longitudinally sec-
tioned. Sections were cut at 5 um using a Leica RM-2125
rotary microtome (Leica, Wetzlar, Germany) and mounted
on lysine-coated glass slides (23,573; Marienfeld Laboratory
Glassware, Histobond, Marienfeld, Germany). Sections were
deparaffinized in xylene, rehydrated through graded ethanols
and stained with hematoxylin and eosin (Merck Germany).

5-Bromo-2'-deoxyuridine (BrdU) staining of adipose
tissue derived mesencyhmal stem cells

To label MSCs in vitro, 10 pl of BrdU solution (1 mM
BrdU in 1 xDulbecco’s PBS, BD Pharmingen) was care-
fully added for each ml of tissue culture medium. The cell
culture density was 2 x 10° cells/ml. The treated cells were
incubated for 2 h before their administration. 2 x 10® MSCs
were injected into right uterine horn followed by three con-
secutive intraperitoneal injections with 5-day intervals. To
show the presence of BrdU (+) cells in the uterine tissues;
formalin-fixed, paraffin-embedded tissues were prepared
as 5 um thick slides and deparaffinized twice in xylene for
5 min each. The slides were transferred to 100% and 95%
alcohol and two changes for 3 min were performed each
time. Endogenous peroxidase activity was blocked with 3%
H,0, in PBS for 10 min. The slides were rinsed 3 times for
5 min each time in PBS. Then the sections were immunhis-
tochemically stained with BrdU detection Kit (BD-Pharmin-
gen) to show the presence of BrdU (+) cells. To determine

@ Springer

the percentage of BrdU (+) cells, they were counted in the
x—y plane at x40 magnification.

Immunohistochemical staining

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 saline (PBS) for 10 min. Endogenous
peroxidase activity was blocked by treatment with 1:9 30%
H,0,: methanol. 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 temperature.
After 10 min, Reagent A was removed and primer antibody
was added drop-wise to wet slides. Sections were incubated
overnight with relevant primary antibodies: VEGF (F1312;
SantaCruz Biotechnology) diluted 1:100, IGF (A0512; San-
taCruz Biotechnology) diluted 1:100. 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 horse radish peroxidase conjugate streptavidin (HRP-
SA) (Reagent C) for 10 min. After washing with PBS three
times for 2 min each, the sections were treated with DAB-
Plus Substrate Kit (1018723A; Invitrogen) for 3—10 min.
The sections then were counterstained with Harris hema-
toxylin (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.

Separate histological score (H SCORE) was obtained for
VEGF, IGF and BrdU positive staining in uterine epithe-
lium, gland and stroma cells. H SCORE = Y Pi(I1+ 1). Here,
I denotes the dyeing intensity (0=no expression, 1 =light,
2 =medium, and 3 =dense) and Pi is the percentage of cells
stained for each density.

Western blot analysis

After uterus tissue cell protein extracts were collected
in RIPA buffer (0.15 molarNaCl, 10% SDS, 0.05 molar
Tris—HCI pH: 7.65, 1% NP-40 and 0.5% deoxycholate), cen-
trifuged at 12,000xg, 4 °C for 3 min to remove unwanted cell
debris. After centrifugation, the supernatant was collected
and the protein concentration determined by the Bradford
assay. Equal amounts of proteins (100 ug total protein/lane)
were separated. Protein loading dye (100 mM Tris—HCL (pH
6.8), 12% betamercaptoethanol, 2% SDS, 1% bromophenol
blue, 20% glycerol) and protein samples were added to these
in 1: 1 ratio and boiled at 100° C for 3.5 min. Immediately
after boiling, samples were loaded in 2-4% gradient or 10%
SDS gel (PIERCE) and electrophoresed for 45 min at 80 V
with running buffer (0.1 M Tris, 0.1 M HEPES, 3 mM SDS,
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pH 8). After electrophoresis, the proteins were transferred
to the immunoblot membrane (Thermo) overnight at 75 mil
amperes at a temperature of 4 °C in transfer buffer. After
this, the membrane was blocked for 2 h at room tempera-
ture in a 5% dry milk powder containing TBST (34 mM
NaCl, 25 mM Tris—HCI1 pH:7,6%1 Tween 20) solution. After
blocking (5% non-fat milk), the membrane was first incu-
bated with each primary antibody (VEGF 1:10,000; IGF
1:1000; and glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
[GAPDH] 1:20,000) (Cell Signalling Technology, Beverly,
MA, USA) at 4 °C overnight and then with horseradish per-
oxidase-conjugated secondary antibody (1:7500) for 1 h at
room temperature. Western blots were developed using the
ECL method, and the images were scanned and analysed
with Image Studio Lite version 4.0 software, and values of
bands were normalized against GAPDH.

RNA extraction, miRNA cDNA synthesis
and real-time qRT-PCR

Total RNA from the tisssues were isolated with Tri-Reagent
(Ambion) according to the manufacturer’s instructions and-
quantitated with a Nanodrop™ spectrophotometer (Thermo
Scientific). Real-Time RT-PCR was performed with Step
One RT-PCR instrumentusing miRNA specific primers to
analyze the miRNA98, miRNA199a expressions. U6 was
used as housekeeping miRNA in the study for normalization
of target expression data. cDNA synthesis was performed
by using TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
according to kit procedure (Tagman® MicroRNA Assay).
Relative quantification of miRNA98, miRNA199a was ana-
lyzed by RT-PCR using TagMan® Universal Master Mix II,
no UNGmiRNAqgPCR profiling kits.

Statistical analysis
Data were analyzed by using AACT method and quan-

tified by computer program. VolcanoPlot analyzes were
used in the web-based “RT? Profiler™ PCR Array Data

Analysis” program. The aim of the method is based on the
comparison of two expression results with +3SD. Thus, in
cases where miRNA expression was compared, expression
values of miRNAs in the groups were relatively deter-
mined. Comparison of groups was statistically evaluated
by Student’s t-test analysis in RT? Profiler™ PCR Array
Data Analysis program. Statistical analysis of histological
results the was made by SPSS for Windows 21 package
program. The difference between the groups was analyzed
with Kruskal-Wallis. P <0.05 was accepted as statisti-
cally significant. Tukey post hoc tests were performed for
H-score results to describe any differences between the
groups.

Results

Obtaining mesenchymal stem cells
and differentiation experiments

In order to obtain stem cells from the adipose tissue by enzy-
matic method, the cultivated cells were monitored day by
day under inverted microscope. In the first days, a stem cell
was seen in 4-5 areas at X 4 magnification. In the follow-
ing days, the number of adherent cells increased, and they
started to connect with each other (Fig. 2). According to the
results obtained from flow cytometry analysis, CD29, CD90,
CD54 surface markers were high titters and CD45, CD71
surface markers were found to be very low. These results
phenotypically showed that mesenchymal stem cells derived
from adipose tissue were obtained successfully (Fig. 3). adi-
pogenic, chondrogenic and osteogenic differentiation of stem
cells were shown. Cultured cells were differentiated into adi-
pocytes, osteoblasts and chondrocytes by oil red, alizarin
red, arcian blue dyes respectively. (Fig. 4). Differentiation
of cultured cells to the adipocytes, osteoblasts and chondro-
cytes was showed by oil red, alizarin red, arcian blue dyes
respectively.

Fig.2 Primary cell culture images of mesenchymal stem cells obtained from rat adipose tissue. a Third day of ADMSC, b second week of

ADMSC, c third passage of ADMSC, x 20, inverted microscope
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Fig.3 Flow cytometry results of our mesenchymal stem cells: CD29, CD90, CD54 were 99.36%, 93.68%, 99.07% positive, CD45 and CD71
were 0.64% and 1.99% positive, respectively

Fig. 4 Differentiation of mesenchymal stem cells into adipogenic (a), osteogenic (b) and chondrogenic tissue (c¢). X 20, inverted microcope

@ Springer



Molecular Biology Reports (2020) 47:4541-4552

4547

H-E staining results

It was observed that the endometrium which has lost surface
epithelial integrity and areas where epithelial tissue disap-
peared in the group AS. Collagen fibers formed bundles
beside the picnotic nucleated stromal cells in the endome-
trium was also monitored (Fig. 5).

In the ASO group, capillary dilatation was observed,
the epithelium had generally maintained its integrity, but
the presence of picnotic nucleated cells in the stroma and
epithelial tissue was remarkable. Leukocyte infiltration in
the endometrium was significantly reduced, but capillary
dilatation was observed. Fibrosis observed in the AS group
decreased in this group.

The surface and gland epithelium were normal in the
ASSC group. Unlike the picnotic nuclei cells observed
in epithelial tissue in the ASO group, their numbers were
observed to be very low in this group. Likewise, leukocyte
infiltration in the endometrium was found to be decreased
compared to the AS group but higher than the ASO and
ASSCO groups. On the other hand, significantly decreased
fibrosis was found in this group compared to both the AS and
the ASO groups. Vascular proliferation was mostly detected

Fig.5 Histological section
(H&E) of endometrium (a—e)
immunhistochemical staining -
of BrdU in C, AS, ASO, ASSC, H&E
ASSCO (f-j). The immunhis-
tochemical staining of VEGF

in C, AS, ASO, ASSC, ASSCO
(k-0). The immunhistochemical
staining of IGF in C, AS, ASO,
ASSC, ASSCO (p-u). Surface
epithelium of endometrium
(arrows), gland epithelium of
endometrium (asterix) H&E,
immunoperoxidase-hematoxylin

BrDU

in this group. Surface and gland epithelium were normal in
the ASSCO group. Inflammation and fibrosis were at least
in this group. Vascular proliferation was observed more than
the ASO group but less than the ASSC group. Leukocyte
infiltration and capillary dilatation in the endometrium was
very low in this group (Fig. 5).

Immunohistochemistry and Western Blot Results
of VEGF, IGF expression in the groups

VEGEF expression was positive in the surface epithelium
and endometrial glands in the control, ASSCO and ASSC
groups. In the ASO group, negative expression was observed
in the cytoplasm and nuclei of surface and gland epithelial
cells, while only positive staining in the apical membrane
was noted (Fig. 5) VEGEF level was evaluated with H-score
as semiquantitatively in all groups (Tables 1, 2).

IGF reaction was evaluated in epithelium, glands and
stroma. IGF was intensive in all groups except AS group.
However, some positive and some negative areas were moni-
tored along the epithelium in the ASO group. IGF levels
were evaluated semiquantitatively with H-score in all groups
(Tables 1, 2).

Table 1 The H score VEGF IGF BrdU
yvas calcu.lated by . L Mean + SD Mean +SD Mean + SD
immunohistochemical staining P values P values P values
of VEGF, IGF and BrdU
(P<0.05) Surface epithelium 171.95 (£76.34) 162.33 (+112.10) 10.00 (£0.00)
P=0.000 P=0.000 P=1
Cloth epithelium 189.66 (+45.38) 225.83 (+87.71) 10.00 (x0.00)
P=0.000 P=0.000 P=1
Stroma 214.400 (+£54.038) 136.83 (+70.23) 18.00 (+16.89)
P=0.002 P=0.000 P=0.000
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Table 2 Quantitative analysis of fibrosis, inflammation, and vascular
proliferation (P <0.05) is considered statistically significant

P values
Fibrosis Inflamation Vascular
prolifera-
tion
C-AS 0.002 0.003 0.002
C-ASO 0.002 0.019 0.002
C-ASSC 0.056 0.02 0.001
C-ASSCO 0.065 0.180 0.002
AS-ASO 0.042 0.003 0.019
AS-ASSC 0.06 0.007 0.001
AS-ASSCO 0.07 0.003 0.02
ASO-ASSC 0.019 0.56 0.002
ASO-ASSCO 0.03 0.57 0.03
ASSC-ASSCO 0.03 0.57 0.05
o
& & & & <
¢ Y v

o1 e e
GAPDH “

Fig.6 Western blot results of VEGF and IGF expression in uterine
tissue

Fig.7 Graphical representation 5
of western blot results of VEGF
and IGF expression in uterine

tissue (P <0.05) 4
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VEGEF expressions results were significantly higher in
ASSC and ASSCO groups according to in Western blot anal-
ysis. Significant increase in IGF expression was observed
in ASSC and ASSCO groups compared to other groups
(P<0.05) (Figs. 6, 7).

BrdU staining results

Mesenchymal stem cells obtained from adipose tissue were
labeled with BrdU chemical. As a result of immunostaining,
positive staining was found in the surface and gland epithe-
lium in ASSC group. Increased proliferation was determined
in stromal cells of ASSCO group. These results showed us,
stem cells reached to target tissue. (Figs. 5, 8).

miR-98 and miR-199a expression results

miR-98 expression was significantly decreased in the AS
group compared to the C group (P <0.05). miRNA-98
expression decreased significantly when ASSCO group was
compared to the C group, (P <0.05). There was no signifi-
cant difference in miRNA-98 expression between the other
groups.

When the C and AS groups were compared, miRNA-199a
expression was significantly decreased in the AS group.
There was no significant difference in miRNA-199a expres-
sion between the other groups. The results were shown in
Table 3.

Discussion

The aim of this study was to investigate the efficacy of stem
cell transplantation, estrogen therapy and combined appli-
cation of estrogen therapy and stem cells in experimentally

AS ASO ASSC ASSCO

mVEGF mIGF-1
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Fig.8 H-score analysis of

VEGF, IGF and BrdU accord- =§:‘3"
ing to groups Clerou
600,00
P
pos 400,00
=
200,007
0,00— ‘
C AS ASO ASSC ASSCO
Group
Table 3 miRNA-98, miRNA-199a expression results in uterus tissues of the groups compated to control group
Position Symbol Up-down regulation (comparing to control group)
AS ASSC ASO ASSCO

Fold regulation P value

Fold regulation P value

Fold regulation P value Fold regulation P value

[8[9 1 1
miRNA-98 — 6.3847 0.041448 —13.8819
3 miRNA-199a  — 6.9888 0.0100796 — 7.4307

1 1
0.17549 -5.717 0.17741 —4.8766 0.041994
0.195273 - 12.5862 0.193229 - 13.6546 0.122867

induced female rats. Our results showed that estrogen treat-
ment with stem cells is very effective in AS-induced rats.
Epithelial integrity was maintained, and leukocyte infiltra-
tion and fibrosis were significantly reduced, and vascular
proliferation was also significantly increased in this com-
bined group. Although inflammation and fibrosis decreased
in single groups of estrogen and stem cells compared to the
AS group, they are slightly higher than the combined group.
Only vascular proliferation is highest in the stem cell group.
Significantly higher expression results of VEGF and IGF,
which is important in tissue regeneration and proliferation,
in the treatment groups have supported this proliferative
situation.

Gao et al. have given bone marrow-derived mesenchymal
stem cells systematically from the tail vein of AS created
rats. Reproliferation was observed of hematoxylin-stained
endometrium in the treatment group and decreased fibro-
sis in endometrium was determined as a result of masson
trichrome staining was reported in their study [12]. Liu
designed electrocoagulation-induced animal model of AS.
He reported that Mesenchymal stem cell-secretome-loaded,
crosslinked Hyaluronic Acid Hydrogel was developed as
a therapeutic that restores injured endometrial morphol-
ogy and fertility in a rat [13] Insulin-like growth factors
(IGF-I and IGF-II) are critical for uterine repair processes
[14]. IGF-I increases connective tissue regeneration and
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epithelialization when applied together with other growth
factors [15].

It is thought that proliferative and differentiating effects
of IGFs on uterine cells support the growth and regression
of uterine tissue in regenerative processes and during the
reproductive cycle of women after menstruation [15-16].
VEGF is a potent mitogen for the proliferation of multiple
cell types, including vascular endothelial cells and smooth
muscle cells. It plays an important role in wound healing
and tissue regeneration [17-19]. VEGEF is critical for angi-
ogenesis and re-epithelization of the endometrium [3]. It
was thought that BM-MSCs applied on the collagen skel-
eton promoted the regeneration of the uterus and facilitated
access to food, oxygen and hormones by inducing vascular-
ity through secretion of bFGF and VEGF [19]. In a study,
it is showed that transplanted bone marrow mesenchymal
stem cells were localized to the regenerative endometrium
and provided growth factors such as VEGF, FGF, IGF-1
and TGFf-1.

It has been concluded that while angiogenesis is provided
for the regeneration of the new uterine cavity, it induces
migration and proliferation of stromal cells, epithelial cells
and muscle cells [3]. Chen et al. found that hormone replace-
ment therapy (HRT) combined with hysteroscopic adhesi-
olysis significantly increased endometrial VEGF expression
and micro vascular density in IUA patients. In addition, the
researchers have reported those with a better curative effect
have higher VEGF expression and more intensive microves-
sels than those with poor response to treatment [20]. Li
et al. reported that human amniotic epithelial cells (hAECs)
increased VEGF expression and Micro Vascular Density
in the AS model and they defined that this is angiogenesis
effect of stem cells that can facilitate healing in endometrial
injuries [21].

In our study, VEGF showed a positive reaction in the
stroma and epithelial cells in both groups in which adi-
pose tissue originated mesenchymal stem cell treatment
was applied. In the ASO group, negative expression was
observed in epithelial cells while stromal cells showed posi-
tive reaction. IGF expression was positive in epithelial, stro-
mal cells in ASO, AS and ASSC groups. Intense reaction
was observed in epithelial cells, whereas staining in stromal
cells was poor in these groups. In contrast, both VEGF and
IGF expression in stromal cells were higher in the AS group.
Although it is observed that tissue has not yet recovered in
the AS group, the positive VEGF expression may be inter-
preted as a self-healing process in this group.

Several studies have shown that miRNA98 belonging to
the Let-7 family has decreased expression in high-grade ovar-
ian cancer, lung cancer, melanomas and other solid tumors
[22-25]. In a study, it was determined that miRNA-98 expres-
sion in rat uterus at 5th and 6th gestational days was lower than
3rd, 4th and 7th and 8th days. miRNA-98 was found mainly

@ Springer

in the glandular and luminal epithelium and stroma/desidua.
miRNA-98 expression decreased after blastocyst activation
induced by estrogen therapy for implantation. The effects of
estrogen and progesterone on miRNA-98 expression under
physiological conditions are still unclear. It is also reported
that, the application of 17 estrogen or estrogen + progester-
one in the rat uterus that underwent non-pregnant overiectomy
significantly reduced miRNA-98 expression. miRNA-98 over-
expression inhibits cell proliferation and causes cell apopto-
sis in endometrial stromal cells [26]. In another study, Panda
et al. have evaluated miRNA-98 and miRNA-181a expressions
in endometrial biopsy materials from 52 patients. They have
showed that overexpression of miRNA-98 and miRNA-181a
was correlated with the transformation of the endometrium
from normal to cancer tissue. They have also demonstrated
that estrogen treatment increased miRNA-98 expression mod-
erately [27]. Ning et al. have reported that miRNA-98 overex-
pression was shown to be a good prognostic factor in patients
with acute myeloid leukemia treated with chemotherapy [28].
In our study, miRNA-98 expression significantly decreased in
AS group compared to the control group (P <0.05). Decreased
expression in miRNA-98 in estrogen and stem cell treated
groups is parallel to other studies. miRNA-199a was first char-
acterized in 2003 and has been associated with many different
diseases. It is known that miRNA-199a synthesis is reduced
in various cancerous tissues and it contributes to many malig-
nant processes including tumor invasion, metastasis and angio-
genesis [29, 30]. Dai et al. reported that miRNA-199a is an
antiangiogenic factor and suppresses VEGF secretion [31]. In
another study, miRNA 199a was found to be a proangiogenic
factor in melanoma [32]. As a result, miRNA 199a affects
the mechanisms of angiogenesis differently in different cell
types under different conditions. For example, miRNA-199a
inhibition promotes wound angiogenesis by regulating the
Ets-1/MMP-1 pathway [33] while overexpression of miRNA-
199a has been shown to inhibit tumor-induced angiogenesis
by reducing HIF-1a and VEGF expression [30]. In addition,
studies show that miR-199a inhibits ESC invasiveness and
has a strong anti-angiogenic effect [28]. Injawilert et al. have
showed that the presence of miRNA-199a expression in the
uterine epithelial cells during the early period of pregnancy
[34]. Studies in overectomized rats have shown that estrogen
reduces miRNA-199a and miRNA 214 and induces COX-2
[35]. Low levels of miRNA-199a and high VEGF expressions
in our treatment groups are consistent with the literature.

Conclusion

In conclusion, our results show that the use of stem cells
with estrogen have a curative effect, proliferative effect on
epithelial tissues, decreases inflammation and fibrosis and
increases vascular proliferation in disrupted endometrial
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tissue after asherman syndrome. According to immuno-
histochemistry and western blot results, it is determined
that the possible effect of estrogen application is realized
especially through IGF and both IGF and VEGF were
found to be effective in stem cell application. In our study,
it was determined that the secretion of miRNA-98 and
miRNA-199a in uterine tissue decreased in AS. Decreased
in miRNA expression determination in the treatment
group demonstrated that these treatments did not affect
the miRNA expressions. Preliminary information about
miRNA-98 and miRNA-199a is presented in our study.
More detailed molecular studies will contribute to our data
and increase our knowledge on this subject.
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Abstract

Lung cancer is one of the major causes of cancer-related deaths in the world. Non-small-cell lung cancer (NSCLC) is the
most common type of lung cancer, and small-cell lung cancer (SCLC) is the most aggressive subtype of lung cancer. Proper
therapies for SCLC have not yet been developed. However, new molecules have been designed and big innovation in treating
SCLC has been achieved. Platinum-based antitumor drugs like cisplatin and carboplatin have several disadvantages includ-
ing side effects, cisplatin-resistant tumors and limited solubility in aqueous media. Thus, two novel chiral aminoalcohol-
based bis(phosphinite) ligands containing (n°-p-cymene)-Ru(Il)-phosphinite and bis(phosphinite)-Pd(II) complexes were
synthesized and evaluated for anticancer activity. In this study, the results showed that complex 1 has the strongest cytotoxic
effects on SCLC and NSCLC cell lines. On the other hand, cisplatin, ruthenium and palladium complexes are capable to
induce apoptosis. Especially, complexes 1 and 2 can induce apoptosis for both SCLC and NSCLC. When compared to the
gRT-PCR and TUNEL results, we obtained a significant correlation between apoptotic index and p21, Bax gene expressions.
This work revealed the potential of the synthesized complexes as anticancer agents with cytotoxic and pro-apoptotic activity
as leading compounds for further anticancer researches.

Keywords SCLC - NSCLC - Phosphinite - Palladium - Ruthenium - p21 - Bax

Introduction

Transition metal complexes may play a variety of important
roles in many biological processes (Patel et al. 2013) such as
cell division and gene expression, as well as carcinogenesis
(Heydari et al. 2017). Among the synthesized compounds,
Electronic supplementary material The online version of this organometallic- and inorganic-based compounds are very
article (https://doi.org/10.1007/s11696-020-01129-x) contains useful molecules. Organophosphorus compounds, especially
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etc., are excellent versatile organometallic ligands that are
easily prepared and form a variety of complexes with vari-
ous transition metals including platinum (Durap et al. 2008),
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2016) Their anticancer activity is currently a hot topic of
cancer research.

In the last decades, ruthenium(II) complexes bearing
chelating phosphine and phosphinite ligands have been
received much attention due to their application in the field
of homogeneous catalysis (Lindner et al. 2003; Arauj et al.
2005; Baysal et al. 2017). These compounds have also been
successfully tested as anticancer, antibacterial and antioxi-
dant agents. Biological properties of Ru ion similar to Fe
mimicking in binding to a variety of serum proteins such
as transferrin and albumin (Deshpande and Kumbhar 2005;
Richert and Budzisz 2010). Ruthenium complexes generally
show low systemic toxicity and antitumor activity. Chemi-
cal properties of Ru complexes under physiological con-
ditions are dependent on the two oxidation states (+2 and
+3) (Lazarevic et al. 2017). Therefore, organometallic Ru
complexes have been considered to be an alternative to plat-
inum and the organometallic half-sandwich ruthenium(II)
complexes in type of [(n°-arene)Rul] (arene: p-cymene,
benzene, etc.) have been extensively studied in recent years
(Debreczeni et al. 2006; Liu et al. 2006; Pettinari et al. 2014;
Ellahioui et al. 2019).

Pd(II) and Pt(IT) complexes share similar properties like
structural and thermodynamic analogy (Ruiz et al. 2008a;
Rocha et al. 2010). In recent years, newly synthesized pal-
ladium complexes have been a very popular field of research
due to their similarity to traditional platinum-based anti-
cancer molecules (Moghadama et al. 2016). There is a huge
tendency to study the antitumor activity of Pd(II) complexes
on many cancer cell lines (Miklasova et al. 2012; Ruiz et al.
2008b). In addition, palladium has higher lability than plati-
num analogs. Bidentate ligands like amino acids that are pre-
sent in biological systems have been utilized to synthesize
palladium anticancer complexes (Anzellotti et al. 2006). In
order to obtain effective Pd(II) complexes, stabilization of
the N-Pd interaction with the amine carrier ligand is neces-
sary to decrease the excessive reactivity. Usage of sterically
hindered amines increases the lipophilicity of the complexes,
thus making easier for complexes to enter the cells (Fanelli
et al. 2016). Especially, phosphine-based palladium(II)
complexes have been studied for their valuable bioactivities
(Priyarega et al. 2011; Shabbir et al. 2017). The cytotoxicity
of the palladium(II) complexes was comparable to that of
platinum-based drugs; it is mediated by apoptosis. Accord-
ing to the literature, Pd(I) complexes can be potential can-
didates for anticancer therapy (Fanelli et al. 2016).

Lung cancer is one of the major causes of cancer-related
deaths in the world. Non-small-cell lung cancer (NSCLC) is
the most common type of lung cancer and represents about
approximately 80-85% of lung cancers (James et al. 2018).
Small-cell lung cancer (SCLC) is the most aggressive sub-
type of lung cancer, and the overall survival at 5 years is
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approximately 5-10% (Fiorentino et al. 2016). Reducing
power, radical scavenging, DNA binding, antibacterial activ-
ity and DNA cleavage activity of ionic liquid-based Ru(II)-
phosphinite complexes were reported (Meric et al. 2019).
However, to the best of our knowledge, there are no study
on the use of chiral aminoalcohol-based bis(phosphinite)
ligands and their transition metal complexes in anticancer
activity. Herein, for the first time, synthesis and poten-
tial anticancer properties of chiral aminoalcohol-based
bis(phosphinite) ligands containing (n°-p-cymene)-Ru(Il)-
phosphinite and bis(phosphinite)—Pd(II) complexes were
explored.

Experimental
Materials

Bis(phosphinite) ligands 1 and 2 (Karakas et al. 2016),
bis(phosphinite) palladium(II) complexes (Karakas et al.
2016) and bis(phosphinite) ruthenium(II) complexes (Kara-
kas et al. 2018) were prepared according to procedures in our
previous works. Synthesis of bis(phosphinite) palladium(II)
complexes (1 and 2) and bis(phosphinite) ruthenium(II)
complexes (3 and 4) were carried out under dry argon
atmosphere using Schlenk line technique. All solvents were
dried and distilled under argon prior to use. *'P-{'"H} NMR
(162.0 MHz), 'H (400.1 MHz) and '*C (100.6 MHz) spectra
were evaluated by a Bruker AV400 spectrometer, with tetra-
methylsilane (TMS) as an internal reference for 13C NMR
and '"H NMR or 85% H;PO, as an external reference for
3'p_{'H} NMR.

Synthesis of bis(phosphinite) ligands 1 and 2

(2R)-1-[benzyl({ [6-({ benzyl[(2R)-2-hydroxypropyl]amino}
methyl)pyridin-2-yl]methyl}) amino]propan-2-ol and (2R)-
1-[benzyl({[3-({benzyl[(2R)-2-hydroxypropyl]amino}
methyl) phenyl]Jmethyl } )Jamino]propan-2-ol (1.5 mmol) were
dissolved in dry toluene (20 mL) under an argon atmos-
phere. Then, trimethylamine (Et;N) (3 mmol) and mono-
chlorophosphine (C1PPh,) (3 mmol) were added dropwise
into this mixture and stirred at room temperature for 1 h. The
white precipitate (triethylammonium chloride) was filtered
under argon, and the remaining part was dried in vacuo to
produce a white viscous oily compound.

Ligand 1
3'p-{'H} NMR (CDCl,, 8, ppm): 106.86 (s, O-P-(C6HS5)2);

"H-NMR (8 ppm, CDCl;): 1.26 (d, 2H, J=6.20 Hz,
—CHCH;); 2.56 (br, 2H, -CHCH, (a)); 2.80 (br, 2H, -CHCH,
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(b)); 3.63-3.75 (m, 4H, -NCH,Ph +-NCH,); 4.11-4.15
(m, 2H, -CHCHj;); 7.20-7.54 (m, 33H, aromatic protons
of ligand); 3C-NMR (8 ppm, CDCl5): 20.85 (-CHCH,);
59.45 (-NCH,Ph+-NCH,Py); 75.34 (-CHCH,;); 60.86
(-CHCH,); 120.96, 126.88, 128.19, 128.21, 128.45, 128.97,
129.07, 130.00, 130.25, 130.52, 130.69 (aromatic carbons);
136.50, 142.61, 158.94 (i-carbons).

Ligand 2

3IP-{'H}- NMR (8 ppm, CDCl,): 108.05 (s, O-P-(C6H5)2);
"H-NMR (8 ppm, CDCl,): 1.24-1.30 (m, 6H, -CHCH,);
2.54-2.58 (m, 2H, -CHCH, (a)); 2.72-2.76 (m, 2H,
—CHCH, (b)); 3.57-3.63 (m, 4H, -NCH,Ph +-NCH,); 4.20
(br, 2H, -CHCH,;); 7.23-7.50 (m, 34H, aromatic protons of
ligand); '*C-NMR (8 ppm, CDCl,): 139.24, 139.42, 142.65
(i-carbons of phenyl); 126.80, 127.57, 128.14, 128.20,
128.32, 128.43, 128.95, 129.42, 130.06, 130.25, 130.34,
130.58 (aromatic carbons of phenyl); 75.53 (d, J=23.1 Hz,
—CHCH,;); 60.50 (-CHCH,); 59.08 (-NCH,Ph +-NCH,);
20.92 (-CHCHj,).

Synthesis of dichlorobis(phosphinite)Pd(ll)
complexes (1 and 2)

Bisphosphinite (1.5 mmol) and Pd(cod)Cl, (1.5 mmol)
were dissolved in 30 mL of dichloromethane under an argon
atmosphere. The reaction mixture was stirred for 1 h at room
temperature. The solution was concentrated to ca. 2 ml and
adding 15 ml petroleum ether caused precipitation of the
dark yellow solid. The supernatant was removed and the
solid was washed with hexane/diethyl ether (1:1) and then
dried by vacuum to obtain bis(phosphinite) palladium(II)
complexes (complexes 1-2) as a final product.

Complex 1

3Ip-{'H} NMR (CDCl;, 8, ppm): 108.22 (s, O-P-
(C6H5)2); '"H NMR (CDCly, &, ppm): 1.28 (m, 6H,
—CHCH,3); 2.50 (broad, 4H, -CHCH,); 3.11-3.82 (m, 8H,
—-NCH,Ph +-NCH,); 4.10 (m, 2H, -CHCH,); 7.22-7.54
(m, 33H, aromatic protons); 13C NMR (CDCl;, 8, ppm):
19.84 (-CHCH;); 59.52 (-NCH,Ph +-NCH,Py); 74,93
(-CHCH,;); 60.35 (-CHCH,); 120.62, 126.75, 127.40,
127.46, 127.75, 128.43, 128.96, 131.78, 131.99, 132.45,
132.85, 133.40 (aromatic carbons); 136.23, 140.60, 159.78
(i-carbons).

Complex 2

3Ip-{'H} NMR (CDCl,, 8, ppm): 103.76 (s, O-P-(C6H5)2);
'H NMR (CDCls, 8, ppm): 7.20-7.58 (m, 34H, aromatic

protons), 3.87 (broad, 2H, —-CHCH3), 3.21-3.29 (m,
8H, -NCH,Ph+-NCH,), 2.37-2.42 (m, 4H, -CHCH,),
0.84-0.90 (m, 6H, -CHCH;). 1*C NMR (CDCl,, 8, ppm):
138.02, 138.25 (i-carbons), 127.24, 127.86, 128.37,
128.60, 128.73, 130.98, 131.69, 131.86, 132.07, 132.42,
132.72, 133.12 (aromatic carbons), 74.84 (-CHCH,;), 59.51
(-CHCH,), 57.96 (NCH,Ph +-NCH,), 19.47 (-CHCH,).

Synthesis of (n°-p-cymene)-Ru(ll)-phosphinite
complexes (3 and 4)

Bisphosphinite (1.5 mmol) and [Ru(n6—p-cymene)(p—CI)Cl]2
(1.5 mmol) were dissolved in 30 mL of dichloromethane
under argon atmosphere and stirred for 1 h at room tempera-
ture. Final product concentrated to ca. 2 ml under reduced
pressure. Addition of 15 ml petroleum ether caused precipi-
tation of a tile-red solid. The supernatant was removed and
the solid was washed with hexane/diethyl ether (1:1) and
then dried in vacuum to obtain ruthenium(II) complexes
(complexes 3—4) as a final product.

Complex 3

S'p_{'H}- NMR (8 ppm, CDCly): 110.32 (s, O-P-
(C6H5)2); '"H NMR (8, ppm, CDCl;): 1.05-1.13 (m, 18H,
—CH(CH,;), p-cymene+—-CHCH;); 1.83 (s, 6H, —CH;
p-cymene); 2.33-2.40 (m, 2H, -NCH,Ph(b)); 2.56-2.72
(m, 4H, -NCH,Ph(a) + -CH(CH,), p-cymene); 3.27 (d,
2H, J=13.7 Hz, -NCH, (b)); 3.40 (d, 2H, J=14.5 Hz,
—CHCH, (b)); 3.56 (d, 2H, J=13.72 Hz, -NCH, (a)); 3.62
(d, 2H, J=14.5 Hz, -CHCH, (a)); 4.63 (br, 2H, -CHCH,;);
5.15 (br, 6H, aromatic protons of p-cymene); 5.25 (br, 2H,
aromatic protons of p-cymene); 7.25-7.901 (m, 33H, aro-
matic protons); *C NMR (8 ppm, CDCl,): 17.43 (-CH, of
p-cymene); 20.46 (-.CHCH,;); 21.77, 21.95 (-CH(CHs;), of
p-cymene); 29.97 (-CH(CHj;), of p-cymene); 59.22-59.63
(-NCH, + NCH,Ph); 60.75 (-CHCH,); 74.36 (-CHCH,);
87.41, 88.14, 89.56, 90.60 (aromatic carbons of p-cymene);
97.45, 111,23 (i-carbons of p-cymene); 121.00, 126.76,
127.65, 127.77, 128.06, 128.98, 130.83, 132,84, 132.95,
133.11, (aromatic carbons); 137.630, 138.12, 139.40, 158.98
(i-carbons); m/z: 1415.25 [M-H*] C,,;Hg,N;0,P,Ru,Cl,
(MA: 1414.23).

Complex 4

3'p_{'H}- NMR (8 ppm, CDCly): 110.24 (s, O-P-
(C6H5)2); '"H NMR (3, ppm, CDCl;): 0.98-1.05 (m, 18H,
—CH(CH,), of p-cymene+-CHCH;); 1.77 (s, 6H, -CHj; of
p-cymene); 2.32 (d, 2H, J=8.8 Hz, -CHCH, (b)); 2.44 (d,
2H, J=8.7 Hz, -CHCH, (a)); 2.56 (br, 2H, -CH(CH,), of
p-cymene); 3.14 (d, 4H, /=13.4 Hz, -NCH,Ph); 3.50 (d, 4H,
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J=13.5Hz, -NCH,); 5.08-5.30 (m, 8H, aromatic protons of
p-cymene); 4.55 (br, 2H, -CHCH,); 7.06-7.85 (m, 34H, aro-
matic protons); 3C NMR (8 ppm, CDCl,): 17.41 (-CH; of
p-cymene); 20.49 (-.CHCH;); 21.97, 21.70 (-CH(CH;), of
p-cymene); 30.08 (-.CH(CHj;), of p-cymene); 59.24-59.00
(-NCH, + NCH,Ph +-CHCH,); 74.40 (-CHCH,); 87.22,
88.15, 89.59, 91.00 (aromatic carbons of p-cymene); 97.32,
110,91 (i-carbons of p-cymene); 126.68, 127.39, 127.66,
127.79, 128.03, 128.85, 129.31, 130.78, 130,86, 132.94,
(aromatic carbons); 137.35, 137.89, 139.43, 139.62 (i-car-
bons); m/z: 1413.20 [M-H*] C;,Hg,N,0,P,Ru,Cl, (MA:
1413.36).

Cell culture and cell proliferation assay

NSCLC and SCLC cell lines were obtained from Dr. Jun
YOKOTA (IGTP, Barcelona). NSCLC cell line H1975,
HCC78 and SCLC cell line H209, N417 were cultured in
RPMI 1640 supplemented with 10% fetal bovine serum
and 1% penicillin—streptomycin in a humidified of 5%
CO, at 37 °C. Cell proliferation was determined by using a
CellTiter-Glo kit (Promega, USA) which is a homogenous
method to determine the number of viable cells. Cells were
counted with an automated cell counter, seeded in 96 well
plates 3 X 103 cell/well. Different concentrations (1, 10,
30, 50, 75, 100, 200 pg/mL) of ruthenium and palladium
complexes were added per well. On the other hand, to com-
pare the effect of synthesized complexes to the cisplatin we
treated cells with different concentrations (0.1, 0.5, 1, 10, 30,
50, 100 pg/mL) of cisplatin (CAS 15663-27-1). Afterward,
cells were cultured in 96 well plates for 48 h. ICy, values
were calculated by regression analysis.

Apoptosis assay

To evaluate the potential apoptotic effects of the synthesized
molecules on H1975, HCC78, H209 and N417 cells, cell
lines were treated with cisplatin, ruthenium and palladium
complexes and survival rates were evaluated based on their
ICs, values. Cell lines were incubated in a humidified of 5%
CO, at 37 °C at 24 h. At the end of the incubation period,
in situ Apoptosis Detection Kit (Millipore, USA) was used to
detect apoptotic cells in situ by the indirect TUNEL method.
The results of TUNEL assay were analyzed by using fluo-
rescence microscopy.

Real-time polymerase chain reaction
Quantitative real-time polymerase chain reaction (qQRT-
PCR) analysis was applied to determine apoptosis and

proliferation-dependent mRNA expression changes in
ruthenium and palladium complexes treated for 48 h. At
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the end of the incubation, treated and untreated cell lines
were washed with ice-cold phosphate-buffered saline
(PBS), and then, total RNA from the cell lines was isolated
as described previously (Tokgun et al. 2015). Quantitative
real-time qRT-PCR analysis performed by using SYBR
green (Qiagen, Germany) reagent and Corbett Rotorgene
(Qiagen, Germany) instrument according to the manu-
facturer’s protocol. The relative mRNA expression levels
were calculated using the comparative Ct method. Expres-
sion levels of Bax and p21 were evaluated. The transcript
level of the B-actin gene was used as the endogenous refer-
ence. The results were assessed with delta delta CT for-
mulas (274¢T).

Statistical analysis

All experiments were repeated independently to confirm the
results by performing in three replicates. The Student’s ¢
test is used to calculate a p value based on the difference in
the mean values between two groups of data and p <0.05
considered to be statistically significant.

Results and discussion

Synthesis of bis(phosphinite) ligands and their
complexes

Coordination chemistry studies of the P-donor ligands have
become center of attention through their unique applications
in bioinorganic chemistry (Dong et al. 2007; Appelt et al.
2017). Recently, the preparation of ionic liquid-based Ru(II)-
phosphinite (James et al. 2018) and phosphine containing
heterobimetallic ruthenium(II) complexes and their applica-
tions were reported (Appelt et al. 2017). Attracting features
of this type of compound prompted us to focus on chiral
aminoalcohol-based bis(phosphinite) ligands (Fig. 1). In the
present study, two bis(phosphinite) palladium(IT) complexes
(1-2) and half-sandwich (né—p-cymene)-Ru(H)-phosphinite
complexes (3-4) were prepared using the different synthetic
strategies as shown in Fig. 2. These bis(phosphinite) ligands
and their Ru(Il) and Pd(II) complexes were originally syn-
thesized by our research group (Karakas et al. 2016, 2018).
Pd(cod)Cl, was used in the preparation of bis(phosphinite)
palladium(II) complexes (1-2) through the replacement
of cod (1,5-cyclooctadiene) by the phosphinites (Fig. 2).
Complexes 1-2 were isolated in good yields as bright yel-
low solids. Air stable red compounds (3—4) occur in high
yields by the reaction of [Ru(p-cymene) (u-CI)Cl], with one
equivalent of bis(phosphinite) ligands in CH,Cl, at room
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Fig.3 Cytotoxic effects of the complexes on NSCLC cells. Cell death was determined by the luminometric method. The Student’s t test
(*p<0.001) was used to evaluate the significance of cytotoxic effects of the complexes
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Fig.4 Cytotoxic effects of the complexes on SCLC cells. Cell death was determined by the luminometric method. The Student’s t test
(*p<0.001) was used to evaluate the significance of cytotoxic effects of the complexes

temperature (Fig. 2). Both complexes have high melting
points and are highly soluble in MeCN, MeOH, CH,Cl,,
CHCIl;, DMF and DMSO, but exhibit very poor solubility
in water. The bis(phosphinite)-Ru(IT) and Pd(II) complexes
are stable for a month in ambient air and moisture. The com-
plexes were characterized by nuclear magnetic resonance
(NMR) spectroscopy.

The cytotoxic effect of the bis(phosphinite)Pd(ll)
(1-2) and (n°-p-cymene)-Ru(ll)-phosphinite
complexes (3-4) on lung cancer cells

Luminometric CellTiter-Glo analysis was performed to
determine the specific cytotoxic activity of each complex.
NSCLC and SCLC cells were incubated with different con-
centrations (1, 10, 30, 50, 75, 100, 200 pg/mL) of ruthe-
nium and palladium complexes for 48 h (Figs. 3 and 4,
respectively).
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Table 1 ICs, values for each molecule for each cell line

NSCLC SCLC

H1975

HCC78 N417 H209

10.43+0.85
15.17+0.75
55.38+4.12
66.67+3.84

19.85+1.54
48.48 +4.96
52.38+3.92
50.85+2.98

8.17+1.43 6.52+1.24
12.15+3.53 22.21+6.94
53.65+3.02 44.97+2.52
136+38.8 51.6+3.74

Complex 1
Complex 2
Complex 3
Complex 4

Afterward, the half-maximal inhibitory concentration
(ICsp) has been calculated by using regression analysis. We
obtained that complex 1 has the strongest cytotoxic effects
on both SCLC and NSCLC cell lines, while complex 4 has
the lowest cytotoxic effects on both cell lines.
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Table 2 IC,, values for cisplatin for each cell line

NSCLC SCLC
H1975 HCC78 H1975 HCC78
Cisplatin ~ 16.72+0.98  1.87+0.24 14.23+1.01 0.89+0.05

When the results of cytotoxic effects of the ruthenium
and palladium complexes were compared, it was observed
that palladium has more cytotoxic activity than ruthenium
(Table 1).

On the other hand, the cytotoxicity results clearly indicate
that complexes 1-3 are more cytotoxic than complexes 2—4
in dose-dependent manner. The cytotoxic activity of each
complex are also compared with cisplatin via treating cells
with different concentrations of cisplatin. Depending on the
CellTiter-Glo results, we calculated IC50 values for cisplatin
and we obtained that cisplatin is an effective molecule, espe-
cially against to complexes 1 and 2 in H209 and HCC78 cell
lines (Table 2). These results revealed that complexes 1 and
2 are more effective proliferation inhibitors for fast grow-
ing cells such as H1975 and N417. This study has shown
for the first time that ruthenium and palladium complexes
could induce apoptosis in both human small- and non-small-
cell lung carcinoma cell lines. Among the anticancer agents
containing metals, ruthenium and palladium complexes have
become the most promising therapeutic molecules. Recent
studies in the literature showed that ruthenium polypyridyl
and ruthenium(II) salicylate complexes could inhibit can-
cer cell proliferation (Chen et al. 2019; Jiang et al. 2019).
Ru(III) (d®, paramagnetic) and Ru(II) (do, diamagnetic)
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Fig.5 Complexes induce apoptosis in NSCLC cell lines. Apoptotic
cells were analyzed by terminal transferase dUTP Kit (Millipore) sys-
tem. The Student’s t test (*p <0.001) was used to evaluate the signifi-
cance of the TUNEL results

oxidation states are available for ruthenium species in physi-
ological solution. These two oxidation states are of impor-
tant for their biological activity. In both oxidation states, Ru
has good affinity for sulfur and nitrogen ligands and coordi-
nated with octahedral geometry. Most of the Ru compounds
have a low level of toxicity, and some of the Ru complexes
have the capacity to be selective elimination of cancer cells.
Therefore, ruthenium has been considered to be a strong
alternative to platinum complexes (Deshpande and Kumbhar
2005). On the other hand, in the literature, there are some
reports which mentioned that palladium complexes are inter-
calated with DNA, thereby exerting a significant effect on
in vitro antitumor activity (Farhangian et al. 2017). In the
literature, recent studies show that ruthenium complexes are
more cytotoxic than palladium ones (Onar et al. 2019). How-
ever, we thought that in our study these differences come
from the differences of the side groups of molecules that
designed in our study.
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cells were analyzed by terminal transferase dUTP Kit (Millipore) sys-
tem. The Student’s t test (*p <0.001) was used to evaluate the signifi-
cance of the TUNEL results
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Fig.8 Complexes induce p21 and bax mRNA expressions. The Student’s 7 test (¥*p <0.001) was used to evaluate the significance of the qRT-

PCR results

Bis(phosphinite)Pd(ll) (1-2)
and (n°®-p-cymene)-Ru(ll)-phosphinite complexes
(3-4) induce apoptosis on lung cancer cell lines

To obtain the cell death mechanism after treatment with
ruthenium and palladium complexes and to determine apop-
totic cell index, we performed the indirect TUNEL method.
DNA fragmentation of apoptotic cells has been detected
by using the TUNEL assay. The TUNEL assay has been
the most widely used for identifying apoptotic cells in situ.
Our results indicate that cisplatin, ruthenium and palladium
complexes are able to induce apoptosis in each cell line.
Especially, complexes 1 and 2 can induce apoptosis for both
SCLC and NSCLC (Figs. 5, 6 and 7, respectively).

When the effects of Pd and Ru side groups were com-
pared, we obtained that Pd has stronger effect on induction
of apoptosis.

In a similar manner, the TUNEL assay and qRT-PCR
results clearly showed that there is a significant correlation
between apoptotic cell index and p21, Bax gene expressions
(Fig. 7). In the literature, some researchers mentioned that
the type of cell death in response to Pd(II) complexes was
shown to be through apoptotic pathways which is similar to
our results (Kacar et al. 2014; Antunovic et al. 2015).

The TUNEL assay results showed that complex 2 strongly
induces apoptosis in the lung cancer cells compared to the
other complexes (Fig. 8).

Conclusions

In conclusion, the results show that the complexes are
more efficient in their action on both NSCLC and SCLC
cell lines. We synthesized four complexes and showed their
potential cytotoxic effects. Importantly, they also success-
fully inhibited the cellular viability and induce apoptosis

@ Springer

at lower concentrations. Previous works have shown that
ruthenium complexes are more cytotoxic than palladium
complexes in general. However, it should be remembered
that this effect can change depending on the additional side
groups. These findings obviously demonstrate that four
complexes are very promising antitumor agents and sup-
port further investigations concerning its molecular targets
in lung cancers.
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Abstract

Introduction and Hypothesis Steroid soaking may decrease
mesh-triggered inflammatory reaction in tissue. We aimed to
investigate the tissue reaction to a steroid-soaked mesh mate-
rial and an unsoaked mesh material in the rat model.
Methods Neutral and steroid-soaked type I macroporous
polypropylene (PP) monofilament and polyvinylidene fluo-
ride (PVF) mesh materials were implanted on the rectus
abdominis muscle of 20 mature Wistar albino rats. Animals
were divided into four groups: PP mesh with steroid (PP-S),
PP mesh without steroid, PVF mesh with steroid (PVF-S), and
PVF mesh without steroid. The rats were killed after 12 weeks,
and histologic, immunohistochemical and electron micro-
scopic examinations were performed. For immunohistochem-
ical analysis, polyclonal rabbit anti-mouse CD3, rabbit anti-
mouse CD68, rabbit anti-mouse CD15, and rabbit anti-mouse
CD34 antibodies were used for the detection of lymphocytes,
macrophages, polymorphonuclear leukocyte foreign body gi-
ant cells, and fibromyocyte stem cells, respectively. Samples
were stained with hematoxylin and eosin for the histologic
evaluation of inflammation and with Masson’s trichrome stain
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for the evaluation of collagen deposition. Pore size and mesh
ultrastructure were evaluated by electron microscopy.

Results Expression of CD3 was lower in the PVF, PVF-S and
PP-S groups, and expression of CD34 was higher in the PVF-
S and PP-S groups than in the PP groups (» <0.05). Collagen
deposition was lower in the PVF, PVF-S and PP-S groups
(p<0.05). Histologically, the intensity of inflammation was
lower in the PVF-S and PP-S groups than in the PP mesh
group (p < 0.05). There were no significant differences among
the groups in terms of pore size and mesh ultrastructure on
electron microscopic examination (p>0.05).

Conclusions PVF mesh induces less inflammation than PP
mesh, and in both mesh types steroid soaking further de-
creases inflammation without changing the pore size.

Keywords Urogynecology - Mesh - Inflammation -
Tissue reaction - Polypropylene - Polyvinylidene fluoride

Introduction

Mesh implants have been widely used in urogynecology prac-
tice for the surgical treatment of urinary incontinence and pel-
vic organ prolapse [1]. However, in 2008 the American Food
and Drug Administration (FDA) reported adverse effects relat-
ed to the use of mesh in pelvic organ prolapse surgery [2]. This
report drew attention to high complication rates in addition to
better success rates compared with native tissue repair, and
made surgeons more skeptical about the use of mesh. The
FDA [3] revised the warning related to urogynecologic meshes
in 2011, and most of them were withdrawn from the market
[4]. Therefore, new innovations in mesh technology which
cause less tissue reaction and good anatomical and functional
compatibility are required to increase safety and efficacy.
Today, polypropylene (PP) monofilament macropore type I
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meshes are preferred in urogynecologic surgery [5, 6]. Despite
high tolerability, type I meshes also cause some degree of
tissue reaction [5, 6]. On the other hand, polyvinylidene fluo-
ride (PVF) meshes are relatively new in the market, and have
comparable safety and efficacy [7].

A mesh material initiates a foreign body reaction after im-
plantation triggered by an initial acute phase reaction [8, 9].
Migration of fibroblasts in response to chemotactic substances
results in the production of glycosaminoglycans and collagen
[9]. The cascade of events leads to the formation of a collagen
capsule covering the mesh fibers, shielding the host from the
foreign material [8]. However, the inflammatory response cre-
ated by the surgical mesh in humans may be highly variable,
and has been shown to be affected by many factors such as
age, smoking, diabetes, and body mass index [10]. An exag-
gerated inflammatory process following mesh implantation
may lead to increased production of reactive oxygen species
by neutrophils which degrade the transplanted mesh and have
been shown to cause microfractures on the mesh surface [10,
11], and finally results in changes in structural integrity and
physical properties such as significant embrittlement of the
mesh material that directly contributes to postoperative com-
plications [11—13]. Therefore, advances are necessary in the
area of mesh—tissue compatibility so that meshes can continue
to be used with better success rates.

The use of systemic steroid has been shown to reduce
tissue reactions in the animal models [14]. Studies have
been performed to investigate the effects of soaking the
mesh in antibiotic solution or coating it with collagen on
the tissue reaction, but no previous study has investigated
the effects of soaking the mesh in steroid solution [15-17].
We hypothesized that soaking the mesh in steroid solution
may reduce the intensity of the inflammatory reaction, and
we aimed to investigate the structural and immunohisto-
chemical tissue reactions to a steroid-soaked mesh and an
unsoaked mesh in the rat model.

Materials and methods

The study protocol was approved by the Institutional Review
Board and Animal Use Committee, and complied with

Fig. 1 Representative H&E-stained histologic cross sections (x100) of
tissue from the four mesh treatment groups: a polypropylene mesh
without steroid soaking; b polypropylene mesh with steroid soaking; ¢

@ Springer

guidelines for the care and use of laboratory animals for re-
search (Committee meeting number 2014/11, date 10
December 2014; study number PAUHDEK-2014/032).

Type I macroporous PP monofilament mesh (I-STOP®; CL
Medical inc., Winchester, MA), and polyvinylidene fluoride
(PVF) mesh (DynaMesh®; FEG Textiltechnik mbH, Aachen,
Germany) were used in this experimental study. PP and PVF
meshes were implanted in 20 mature Wistar albino rats with
an average weight of 250 g. Ten rats received mesh that had
been soaked in steroid solution, and the other ten rats received
unsoaked mesh. The rats underwent surgery with a midline
incision under sterile conditions after injection of ketamine
hydrochloride (90 mg/kg, Ketalar®; Pfizer, Espoo, Finland)
and xylazine (10 mg/kg, Keproxylazine 20®; Biopharm,
Istanbul, Turkey), and the incisions were closed with 3.0
polyglactin sutures. In the ten rats receiving the unsoaked
mesh, two 1 x 1-cm pieces of PP mesh were fixed in direct
contact over the rectus abdominis muscle 1 cm apart on the
right side, and two 1 x 1-cm pieces of PVF mesh were placed
1 cm apart on the left side in the same way. In the other ten
rats, the same procedure was performed after soaking the
mesh pieces in 40 mg methyl prednisolone dissolved in dis-
tilled water (Prednol-L®, 40-mg ampoule; Mustafa Nevzat
Pharmaceuticals, [stanbul, Turkey) for 1 h. Thus the following
four groups were formed: PP with steroid (PP-S), PP without
steroid (PP), PVF with steroid (PVF-S), and PVF without
steroid (PVF).

As mesh-related chronic inflammatory reaction settles in
4 weeks and mesh complications are usually seen in the first
2 — 3 months [8, 9, 14], we sacrified the rats after 12 weeks.
Implants were removed en-bloc with the underlying muscle
tissue. One specimen from each region was used to investigate
the inflammatory process, and the other for electron
microscopy.

Histochemical and immunohistochemical analysis

Samples for histologic examination were fixed in 10 % buft-
ered formalin and processed accordingly for histologic assess-
ment. Slides were stained with hematoxylin and eosin (H&E)
(Fig. 1) and Masson’s trichrome (Fig. 2) and examined by

polyvinylidene fluoride mesh without steroid soaking; d polyvinylidene
fluoride mesh with steroid soaking
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Fig.2 Photomicrographs of Masson’s trichrome-stained sections (x100) of tissue from the four mesh treatment groups: a polypropylene mesh without
steroid; b polypropylene mesh with steroid; ¢ polyvinylidene fluoride mesh without steroid; d polyvinylidene fluoride mesh with steroid

light microscopy (Olympus BX51 phase contrast microscopy
200) blindly by the examiners (G.M.A., S.T.).

Masson’s trichrome staining was used to evaluate the inten-
sity of collagen deposition (Fig. 2). Granuloma formation,
necrosis, inflammation, and the presence of necrosis were eval-
uated on H&E-stained slides (Fig. 1). Specimens were specif-
ically analyzed for the inflammatory reaction, fibrosis and
muscle infiltration, and scored using a previously reported
grading scale [14]: /; sparse, affecting less than 25 % of the
area, 2; mild, affecting 25—50 % of the area, 3; moderate,
affecting 50—75 % of the area, and 4; dense or marked lesion,
affecting 75 % or more of the area. Ten areas were screened
under %100 magnification and the mean was taken as the score.

The antibodies used included polyclonal rabbit anti-mouse
CD3 (MyBioSource, San Diego, CA) for lymphocytes, rabbit
anti-mouse CD68 polyclonal antibody (MyBioSource) for
macrophages, rabbit anti-mouse CD15 antibody (Santa Cruz
Biotechnology, Dallas, TX) for polymorphonuclear (PMN)
leukocytes and foreign body giant cells, and rabbit anti-
mouse CD34 polyclonal antibody for fibromyocytes and stem
cells (Fig. 3). The morphology of the inflammatory reaction
was evaluated by quantitative cell analysis. The intensity of
inflammation was defined as the percentage of cells positive

Fig. 3 Immunostained sections
(immunoperoxidase-
hematoxylin, x100) focused on
the area adjacent to mesh fibers
and the area between mesh fibers:
a, e, i, m lymphocyte marker
CD3; b, f, j,n
polymorphonuclear cell marker
CDI5; ¢, g, k, 0 macrophage
marker CD68; d, h, 1, p
fibromyocyte and stem cell
marker CD34

for each inflammatory marker in H&E-stained slides in ten
fields of a 10 x 10 grid (100 0.1-mm? fields).

Electron microscopic analysis

The electron microscopic analyses were performed by a single
observer (N.K.) using a field emission electron microscope
(FESEM,; Carl Zeiss, Supra 40 VP). The samples were initial-
ly fixed in glutaraldehyde solution. After washing in sodium
phosphate-buffered solution, the samples were dehydrated
through a series of increasing concentrations of acetone, then
critical point dried, mounted on stubs and sputter-coated with
gold/palladium. The pore sizes of the meshes were measured
using the FESEM (Fig. 4).

Statistical analysis

The SPSS 11 package (SPSS, Chicago, IL) was used for the
analysis. Parametric variables are expressed as means + stan-
dard deviation and nonparametric variables as medians and
quartiles. The four mesh treatment groups were compared in
terms of the degree of inflammatory tissue response using the
Kruskal-Wallis test with Scheffé correction for multiple

CD34
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Fig. 4 Scanning electron
micrographs showing the
appearance of the pores and their
measurement in specimens from
the four mesh treatment groups: a
polypropylene mesh without
steroid (x51); b polyvinylidene
fluoride mesh without steroid
(x54); ¢ polypropylene mesh with
steroid (x58); d polyvinylidene
fluoride mesh with steroid (x49)

comparisons. An independent sample ¢ test was used for com-
parison of pore sizes between steroid-soaked and unsoaked
meshes for each type of mesh. Statistical significance was
assumed at p values <0.05.

Results

All 20 study animals survived for the whole 12-week post-
implantation study period without any complications. No
differences were seen macroscopically between steroid-
soaked and unsoaked meshes. Microscopically measured
markers of the inflammatory process in the different

groups are summarized in Table 1. An extensive inflam-
matory reaction, collagen deposition, necrosis, and positiv-
ity for CD3, CD15 and CD68 were considered as indica-
tors of reduced biocompatibility. Statistically significant
differences were found for CD3, CD34, CD15 and CD68
biomarkers between groups (p<0.05; Table 1). Lower
levels of CD3 were seen in the PVF, PVF-S and PP-S
groups, and higher levels of CD34 were seen in the PVF-
S and PP-S groups compared with the PP group (»p <0.05;
Table 1). Levels of CD15 which was used for the detection
of PMN leukocytes and foreign body giant cells were sig-
nificantly lower in the PVF-S group than in the PP group
(p<0.05). Levels of CD68 were significantly lower in the

Table 1  Distribution of histopathologic findings and immunohistochemical markers between groups

Mesh group p value

PVF PP

Unsoaked Steroid-soaked Unsoaked Steroid-soaked
CD3 20.10+9.36 (7—35) 14.40+£6.42 (8—25) 35.50+7.72 (25-53) 19.60+£9.31 (8—-35) <0.0001
CD34 27.50+19.58 (5-61) 52.10£23.50 (5-77) 6.80£2.74 (4—-12) 40.30+£26.53 (6—74) 0.001
CD15 15.30+£7.83 (5-31) 12.10£7.40 (3—-25) 23.50+6.19 (14-31) 15.10£7.69 (6—27) 0.013
CD68 34.70+10.96 (22—-57) 22.20+10.27 (13-45) 35.70+11.63 (17-54) 25.70+10.91 (10—40) 0.028
Inflammation 2.5(1.75-4) 1.5(1-2) 3Q275-4) 2(1-225) 0.007
Foreign body reaction 0(0-1) 0(0-0) 0(0-0.25) 0(0-0) 0.038
Collagen 3(2-325) 1(1-1.25) 3(2.3.25) 2(1-2) <0.0001
Muscle invasion 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0.392
Necrosis 0(0-1.25) 0(0-0) 1(1-1) 0(0-0) 0.062

The expression levels of the inflammatory markers CD3, CD34, CD15 and CD68 (measured in terms of the percentage of positive cells, as described in
the text) are presented as means+ SD (range), The scores for the other parameters (scored using a grading scale according to the area affected, as
described in the text) are expressed as medians (25th and 75th weighted percentiles)

PVF Polyvinylidene fluoride, PP Polypropylene
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PVF-S and PP-S groups at first, but the differences were
not significant after Scheffé correction (p>0.05; Table 2).

Collagen deposition was significantly lower in the PVF-
S group than in the PVF and PP groups, and lower in the
PP-S group than in the PP group (p < 0.05). The histologic
analysis showed less inflammation in the PVF-S and PP-S
groups than in the PP group (p < 0.05; Table 2). There were
no significant differences in muscle invasion and necrosis,
pore size and mesh ultrastructure among the groups
(p>0.05).

Discussion

PVF meshes were found to induce less tissue reaction than PP
meshes, and steroid soaking of the meshes decreased the in-
flammatory reaction. These observations are important be-
cause the main concern in the use of mesh is to minimize
the inflammatory reaction while achieving high success rates.
To the best of our knowledge, of studies investigating mesh
biocompatibility this was one of the long-term studies with
regard to postimplantation period related to mesh biocompat-
ibility. After implantation of the mesh material, the foreign
body reaction starts in 7 days and lasts for 21 days, and this
is defined as the acute phase [18]. During this period, macro-
phages and PMN leukocytes migrate first into the environ-
ment, followed by lymphocyte infiltration [19, 20]. With time,
the acute inflammatory process is replaced by the chronic
reaction which promotes healing, and leads to the formation
of low-intensity granulomatous inflammation [14].

The lymphocyte and macrophage markers CD3 and CD68,
respectively, showed low levels of positivity. Together with
PMN leukocytes, these two cell types are predominant in the
acute phase of inflammation, and decline thereafter. Despite
the significant differences initially detected in CD68 levels,

Table 2 Post hoc analysis of p values

the differences were no longer significant after Scheffé correc-
tion. This can be explained by the negligible effect of steroid
on macrophages. However, as the rats were killed at the end of
postimplantation week 12, the inflammation phase had
progressed from acute to chronic so that the numbers of mac-
rophages had decreased and the markers of chronic inflamma-
tion had increased. This may explain the lack of significance.
Since we did not have a treatment group to investigate the
inflammatory events during the first week after mesh implan-
tation, we cannot draw a conclusion about the involvement of
macrophages in the acute inflammatory response, despite
promising indications. In accordance with our hypothesis,
Zheng et al. found that the acute reaction reached a peak at
7— 14 days and was negligible by 90 days [21]. Therefore, the
reason for the lack of statistical significance may be explained
by the natural flow of the inflammatory process [21]. On the
other hand, increased numbers of foreign body giant cells
formed by coalition of macrophages, which play a role in
cleaning up cellular debris and foreign bodies, is a sign of an
increased inflammatory reaction [22]. Low levels of CD15,
which stains PMN leukocytes and foreign body giant cells,
were detected in steroid-soaked meshes, and this can be
interpreted as reduced tissue reaction to the mesh in this group.

Myofibroblasts, which are considered to play a pivotal role
in tissue repair and remodeling, were first observed in exper-
imental wound healing by electron microscopy. They are lo-
cated in granulation tissue and exhibit bundles of microfila-
ments [23-25]. After any event causing tissue damage, fibro-
blasts in the connective tissue are converted to myofibroblasts
which are responsible for remodeling and mesh integration
[22]. Myofibroblasts and stem cells trigger angiogenesis and
provide neovascularization [25, 26]. They help tissue integra-
tion by increasing the infiltration of multipotential cells and
the integration of cells with the skeleton formed by the mesh
structure [27, 28]. In accordance with this theory, we found

Group comparisons

PVF-PVF-S PVF-PP PVF-PP-S PVF-S—PP PVF-S—PP-S PP—-PP-S
CD3 0.509 0.003* 0.999 <0.001* 0.585 0.002*
CD34 0.079 0.177 0.580 <0.001* 0.643 0.008*
CD15 0.811 0.118 1 0.014* 0.839 0.105
CD68 0.108 0.998 0.352 0.072 0.916 0.262
Inflammation 0.158 0.830 0.235 0.023* 0.997 0.039%
Foreign body reaction 0.084 0.619 0.084 0.619 1 0.619
Collagen 0.003* 0.952 0.052 0.001* 0.717 0.014*

PVF Polyvinylidene fluoride unsoaked, PVF-S Polyvinylidene fluoride steroid-soaked, PP Polypropylene unsoaked, PP-S Polypropylene steroid-

soaked

*p < 0.05, with Scheffé correction
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increased levels of CD34, which stains myofibroblasts and
stem cells, in steroid-soaked meshes, and this may be
interpreted as better tissue compatibility in this group.

Fibroblasts also play an important role in the inflammatory
reaction by secreting collagen in response to macrophage
stimulation. This collagen accumulates in the extracellular
matrix and pore spaces, and covers the mesh fibers [28, 29].
Despite differences in inflammatory response between
steroid-soaked and unsoaked meshes, we did not detect any
significant ultrastructural changes between the mesh groups
by electron microscopy. Thus, we suggest that steroid-soaked
mesh is also well-preserved and covered by a collagen layer in
the same manner and unsoaked mesh without any change in
pore size.

It has been shown that systemic steroid therapy reduces
collagen deposition and the inflammatory reaction [14].
Similarly, in this study, we found decreased collagen depo-
sition in steroid-soaked mesh. However, since we did not
include a systemic steroid group, we could not compare
steroid-soaked mesh with systemic steroid treatment.
Indeed, it is not possible to use systemic steroids for long
periods due to side effects.

In this study, we used a rat model to show tissue—mesh
integration since it has been shown to be a suitable model
for this application [14, 16]. Furthermore, the use of this mod-
el allowed two different mesh types to be compared in the
same animal. We implanted PVF and PP meshes into same
rat allowing objective comparisons. The PVF mesh was asso-
ciated with a less-intense inflammatory reaction than the PP
mesh, although the difference was not statistically significant
for all parameters, and soaking in steroid solution before im-
plantation further decreased the inflammatory reaction.

Our study had some limitations. First, we could not be sure
about the amount of steroid attached to the mesh surface, but to
optimize the process we soaked the meshes in solutions with
the same steroid concentration for the same time. Second, the
two types of mesh used may have different affinities for
steroid. We therefore compared pore sizes only between
steroid-soaked and unsoaked mesh of the same mesh
type. Despite these limitations, our study is very valuable
since it provides information from a direct comparison of
two popular mesh types performed under standardized
conditions.

In conclusion, PVF mesh is associated with a lower degree
of inflammatory reaction in tissue, and in both PVF and PP
meshes steroid-soaking further reduces the intensity of the
inflammatory reaction without changing the pore size, leading
to better tissue integration. Despite being an experimental an-
imal study, our findings are strong enough to suggest a prac-
tical method to mitigate mesh-induced tissue reaction. Our
preliminary observations may also have implications for mesh
manufacturers who could consider investigating the feasibility
of producing steroid-soaked meshes.

@ Springer
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