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OZET
Anjiyogenez, implantasyon ve desidualizasyon sirasinda énemli ayirt edici dzelliktir.
Fizyolojik kosullar altinda mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin gelisme siireci
olarak tanimlanan anjiyogenesiz, ilk olarak reproduktif dongii ve gebelik sirasindaki
canlilarin uterus ve ovaryumlarinda ortaya c¢ikar. Bagka bir deyisle vaskiiler
gecirgenlik  ve anjiyogenesiz, basarili implantasyon, desidualizasyon ve
plasentasyon i¢in Onemlidir. Anjiyogenesiz, proanjiyogenik ve antianjiyogenik
faktorler araciligiyla karmasik bir kontrol sistemi tarafindan diizenlenir. En 6nemli
ve en yaygin ¢alisilan vaskulojenik ve proanjiyogenik faktor, vaskiiler endotelyal
bliylime faktoriidiir (VEGF). Son calismalar, VEGF’nin embriyo implantasyonu ve
embriyonik vaskiilogenezis ile yakindan iligkili oldugunu gostermekle beraber daha
cok farkl tiirlerde, mRNA ve reseptor diizeyindedir. Bu ¢aligmada, gebeligin erken
donemlerindeki sican uterus dokusunda VEGF ekspresyonu arastirilmistir.
Calismada gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde siganlardan immunohistokimyasal
analizler i¢in uterus doku alanlar1 toplanmig, VEGF immun lokalizasyonlar
belirlenmis, elde edilen sonuglar semiquantatif olarak degerlendirilmistir. Yapilan
calisma sonucunda, erken gebelik doneminde sican uterus dokusunda VEGF
immunekspresyonlarinin giiclii oldugu ve implantasyon Oncesi, implantasyon ve

desidualizasyon esnasinda dnemli rol oynayabilecegi sonucuna varilmaigtir.
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ABSTRACT

Angiogenesis is an important distinguishing feature during implantation and
decidualization. Under physiological conditions, angiogenesis, which is defined as
the process of development of new blood vessel from existing vessels occurs first in
the uterus and ovaries living organisms during reproductive cycle and pregnancy. In
other words, vascular permeability and angiogenesis are important for succesful
implantation, decidualization and placentation. Angiogenesis is regulated by a
complex control system via proangiogenic and antiangiogenic factors. The most
important and most widely studied vasculogenic and proangiogenic factor is vascular
endothelial growth factor (VEGF). Recent studies have shown that VEGF is closely
associated with embryo implantation and embryonic vasculogenesis. However early
studies are on the mRNA level and receptors of VEGF. In this study, VEGF
expression was investigated in rat uterine tissue of early pregnation. The uterine
tissue areas were collected for immunohistochemical analysis from the rat on days O,
1, 3, 5 and 7 of gestation in the study, VEGF immunolocalizations were determined,
results obtained were evaluated semiquantatively. The study concluded that VEGF
immunexpression in rat uterine tissue is strong during early pregnancy and may play

important role before implantation, implantation and decidualization
Key words: Early pregnancy, Uterine, VEGF, Rat
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1. GIRIS

Implantasyon gelisimsel olarak farkli olan embriyonal ve maternal dokular
arasinda meydana gelen kaynasmadir (34). Basarili bir implantasyon, blastosist ve
alic1 endometriyum arasindaki karsilikli etkilesimlerin sonucu olarak tanimlanir (11).
Blastosist uterusa geldikten kisa sonra uterus mukozasina zayif ya da giiglii bir
sekilde baglanir. Plasentay1r meydana getiren bu baglantiya implantasyon denir (59).
Embriyo implantasyonu, plasentasyonu ve fotal gelisim alan1 olan memeli uterusu, “
endometriyum” denilen 6zel bir membranla simurhidir.  Endometriyum,
implantasyonun gerceklestigi katmandir. Gebelik esnasinda sekillenen embriyo
implantasyonu, ovaryumdaki siklik hormonal degisiklikler ve siklik morfolojik
degisiklikler, endometriyal dokunun en Onemli 06zelligidir. Bu morfolojik
degisiklikler, endometriyal hiicre ¢ogalmasi, farklilagmasi, apoptozis ve doku
bozulmalariyla karakterize olan endometriyal yapi degisiklikleridir. Bu degisiklik
sirasinda  endometriyal kan damarlari devamli olarak anjiyogenesiz ve
neovaskiilarizasyonu kapsayan diizenli rejenarasyona maruz kalir (65). Anjiyogenez,
implantasyon ve desidualizasyon sirasinda ayirt edilen 6nemli 6zelliktir. Fizyolojik
kosullar altinda mevcut damarlardan yeni kan damarlarinin gelisme siireci olarak
tanimlanan anjiyogenesiz ilk olarak reproduktif dongii ve gebelik sirasindaki
canlilarin uterus ve ovaryumlarinda ortaya ¢ikar (46). Anjiyogenesiz, proanjiyogenik
ve antianjiyogenik faktorler ile karmagik bir kontrol sistemi tarafindan diizenlenir. En
onemli ve en yaygin calisilan vaskulojenik ve proanjiyogenik faktor, vaskiiler
endotelyal biiytime faktoridiir (VEGF) (65). Son c¢alismalar VEGF’nin embriyo
implantasyonu ve embriyonik vaskiilogenezis ile yakindan iligkili oldugunu
gostermistir (86). VEGF ve VEGF geninin diger iiyeleri ve reseptorleri birgcok
makaleye konu olmustur (27). Ancak yapilan ¢alismalarin ¢gogunlugu mRNA yada
reseptOr diizeyinde ve Ostrus siklus siirecindedir. Erken gebelik sirasinda uterus
dokusundaki immunekspresyonuna iliskin ¢ok az sayida ¢aligma olmasindan yola
cikilarak bu tez calismasi ile erken gebelikte sican uterus dokusunda VEGF
ekspresyonu immunohistokimyasal teknik ile belirlenerek preimplantasyon,
implantasyon ve desidualizasyon siirecindeki rolii hakkinda bilgi edinilmeye

caligilmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Memelilerde Embriyonal Gelisim

Olgun disi ve erkek cinsiyet hiicrelerinin biraraya gelmeleri sonucu olusan
hiicreye “zigot” denir. Organizmadaki hiicreler diploid kromozom sayisina sahip
olup haploid kromozom sayisindaki gametlerin déllenmesi sonucu olusur. Gametler

diploid bir zigot olusturmak iizere birlesirler (59).
2.1.1. Zigotun Yariklanmasi

Dollenmis bir yumurta hiicresi 80-100 pum c¢apiyla en biiyikk memeli
hiicrelerinden biridir ve ¢ekirdek biiyilikliigii ile karsilastirildiginda sitoplazma
miktart fazladir. Zigot yapisal gelisimini tamamlamak ic¢in boliinmek zorundadir
(49). Her yariklanma sonucu meydana gelen bu kardes hiicrelere “blastomer” adi
verilir (52). Blastomerler, zigotun uterus tiipleri igerisindeki yolculugu sirasinda
“yariklanma” olarak bilinen béliinmelerine devam eder ve sayilarini arttirirlar (39,
40, 51). Yariklanma, zigot ovidukttan uterusa dogru ilerlerken gergeklesir. Art arda
boliinmeler birbirini takip eder ve gittikge kiiciilen blastomerler olusur (52). ilk
yariklanma sonucunda iki blastomerli embriyo meydana gelir (4). Bu boliinmede
boliinme diizlemi, ovumun tepedeki animal kutbuyla asagidaki vejetatif kutuplari
arasindaki gecen vertikal diizleminden gecer (49). Ikinci yariklanma birinci
yariklanmaya dik olarak gergeklesir. Bu boliinme sonucunda 4 blastomerli embriyo
olusur (59). Ugiincii yariklanma ise ekvatoryal diizlemde gerceklesir. Boliinmenin
gectigi diizleme bagl olarak, bu boliinmeyle 4’1 animal yarim kiirede, 4’1 de vejetal
yarim kiirede yerlesmis olan 8 blastomer sekillenir (49).Dordiincii yariklanma dncesi,
sekiz hiicreli embriyo, sinirlar1 belirli blastomer yapisindan, sinirlari belirli olmayan
top benzeri hiicreler meydana getirmek tizere “kompaksiyon” adi verilen bir birlesme

slireci gegirir (48).
2.1.2. Morula

Dérdiincii yariklanma ile birlikte bir kism1 embriyo ylizeyinde, bir kismi ise
embriyonun etrafindaki komsu blastomerlerle c¢evrilmis sekilde yerlesim gosteren
16-32 blastomerli bir yap1 meydana gelir (63). Blastomer sayisinin ¢ogalmasi ve dut

benzeri goriinlim kazanmasi ile morula donemi baslar (37). Morulanin i¢ kisminda



bulunan internal blastomerler i¢ hiicre kitlesini, dista bulunan eksternal blastomerler

ise dis hiicre kitlesini yani trofoektodermi (TE) meydana getirirler (63).

2.1.3. Blastosist

Morulanin uterusa girmesinden kisa bir silire sonra, morulanin merkezi
blastomerleri arasinda bosluklar gozlenmeye baslar (40). Bu baslangigtaki bosluklar,
ekzositoz yoluyla dis blastomerlerden salgilanan hiicre i¢i vezikiillerden ya da
vakuoallerden meydana gelir (45). Uterus ortamindaki sivi zona pellusiday1 gegerek
bu bosluklar1 doldurur ve blastomerleri birbirinden ayirir. Baslangicta kiiciik olan
blastosol sekillenir. Meydana gelen bu yapi “blastosist”tir. Tiirlere gore farklilik
gostermese de blastosist icte bir blastosol ile i¢ hiicre kitlesi ve bunlari disardan
cevreleyen trofoblast hiicrelerinden olusan trofoektoderm tabakalarindan olusmustur.
I¢ hiicre kitlesi blastosist bosluguna ¢ikinti yaparken, trofoektoderm de blastosist

duvarini olusturur (40).
2.2. implantasyon

Ovumun dollenmesi ile baslayan ve meydana gelen blastosistin
endometriyuma gomiilmesi ile devam eden bir dizi olayr tanimlar. Bu siire¢
esnasinda, blastosist endometriyum yiizey epiteli ile iliski kurarak epitele yapisir ve
yavag yavas Stromaya gomiiliir. Plasentanin olusmasi ile implantasyon siireci
tamamlanir. Farkli maternal ve embriyonel diizenleyiciler tarafindan kontrol edilen
embriyonel elemanlarin yiizey epiteline yapismasi, embriyonun uterus duvarina
goémiilmesi ve endometriyumda desidual reaksiyonun gozlenmesi bircok memelide
yaygin ortak ozelliklerdir (40). Embriyo maternal organizmanin farkli alanlarina ve
yiizeylerine yapisabilir. Fakat endometriyum cok secicidir ve sadece kisa bir siire
icin embriyo implantasyonuna izin verir. Bu siire implantasyon penceresi olarak
adlandirilir (70). Implantasyon penceresi; implantasyon igin endometriyumun
embriyoyu maksimum derecede kabul ettigi donemi gosterir. Embriyodan gelen
sinyallere cevap olarak, gebelik spesifik proteinleri maternal serumundan serbest
birakilir ve uterus ortaminda bir dizi morfolojik, biyokimyasal ve immunolojik
degisiklikler meydana gelir. Bu sistematik ve lokal degisiklikler gebeligin anne
tarafindan taninmas1 olarak kabul edilebilir (21). Sicanlarda ve farelerde

implantasyon penceresi gebeligin 4 ve 5. giinleri arasinda, yaklasik olarak 24 saat



stiren bir periyottur. Bu faz boyunca endometriyum apozisyonu baglanmayi ve
embriyo invazyonunu kolaylastiran, dstrojen ve progesteron tarafindan indiiklenen
morfolojik ve fonksiyonel degisikliklere maruz kalir. Bu olguda rol oynayan temel
molekiil hakkinda yeterli bilgi olmamakla birlikte biiyiime faktorlerinin ekspresyonu

ve limen epitel hiicrelerinin glikokaliksleri i¢inde degisiklikler oldugu
bildirilmektedir (70).

Kemiricilerde implantasyon, zona pellusidanin blastosistten ayrilmasi
(gebeligin 3.5-4.5. giinleri), uterusun liimen epiteli ve embriyonun trofoektodermi
arasinda yapigsma baglanma reaksiyonu (gebeligin 4.5-5.5 giinleri), desidualizasyon
ve blastosist apozisyonu alaninda apoptozis, trofoblast hiicrelerinin altta yer alan
bazal membrana dogru penetrasyonu (gebeligin 6-7.gilinleri) ve trofoblast
hiicrelerinin stroma boyunca invazyonu (gebeligin 7. gilinli) olaylarini1 kapsayan bir

stirectir (87).
2.2.1. implantasyon Tiirleri

Implantasyon maternal ve fotal yarimlari baglant: tiiriine gore ii¢ farkli tipe

ayrilir.

Sentral (siiperfisial) tip implantasyon: Uterus mukozasina gomiilme yoktur,
embriyo uterus boslugunda merkezdedir. Tek tirnaklilarda, ruminantlarda,
karnivorlarda, domuzda ve bazi tiir maymunlarda goriiliir.

Ekzentrik tip implantasyon: Embriyo biiyiik bir kismi ile uterus mukozasina
gdmiilmiis durumdadir.

Interstisiyel tip implantasyon: Embriyo uterus mukozasina tamamen
gomiiliir. Bu olaya nidasyon denir. Insan, karnivor, kemirici ve baz tiir maymunlarda

gortliir (59).

Ekzentrik ya da intersitisyel implantasyonda blastosist, mezometriyumun
bulundugu taraftaki  endometriyum  bolgesine  tutunursa  mezometriyal,
mezometriyumun kars1 tarafindaki bolgeye implante olursa antimezometriyal
implantasyon tanimlamasi yapilir (49). Kemiricilerde embriyo implantasyonu her

zaman desidualizasyonun antimezometriyal kutbunda olur (87).



2.2.2. implantasyonun Olus Mekanizmalari

Implantasyon sirasinda, blastosist trofoblastlar1 ile uterus epiteli arasinda,
baska bir deyisle embriyo taslagi ile maternal doku arasinda ileri derecede fizyolojik
ve biyokimyasal etkilesmeler, yapisal farklilasmalar meydana gelir. Karsilikli
etkilesme hiicresel, hormonal ve tanimi yapilamayan diger faktorler diizeyinde olur.

Bu siireg i¢ine giren implantasyon olayi tiirden tiire de degismektedir

Implantasyon cesitliligi birgok sebebe dayanmaktadir. Bu sebepler su sekilde

agiklanabilir.
1-Implantasyon baslangi¢ zamani
2-Uterus ve blastosistin hacmi, sekli ve yapisi

3-Embriyo ve anneye ait hormonal dengeler

Blastosist trofoblasti ile uterus epitelinin apikal sitoplazmasi arasinda
hiicresel bir iliskinin kurulmasi ile fiziksel etkilesme baglamis olur. Bu baslangicin
gerceklesmesinde, esas faktor olarak blastosist Ortiilerinin yap1 diizeni, biyokimyasal
icerikleri, birbirleri ve gevre ile etkilesmelerinin 6nemi biiyiiktiir. Implantasyon tek
asamada gerceklesen bir olgu degildir, belli bashi asamalar1 vardir. Karsilagtirmali ve

deneysel embriyolojide implantasyon siireci su asamalarda incelenebilmektedir (18).
Apozisyon

Apozisyon fazinda, blastosist hareketsiz haldedir. Bu donemde iki implantif
doku temas siirecine girerler. Trofoblast ve uterus epitel hiicre membranlari arasinda
yakinlagma olur ve temas alanlarinda, her iki implantif dokunun hiicre apikal
sitoplazmalarinda bazi1 degisiklikler gozlenir. iki epitel yiizeyi arasinda yalanci ayak
benzeri sitoplazmik ¢ikintilar sayesinde interselliiler bosluklar olusur. Kemiricilerde
bu tip yapilar yaygin olarak belirlenebilir. Trofoblastta fagositik aktivite,
endometriyal epitelde ise mikrovillus diizlesmesi ve glikokaliks kayb1 gibi

morfolojik degisiklikler ortaya ¢ikar (18).



Adezyon

Blastosist ortiilerinin erimesinin ardindan baslar ve embriyo-maternal iliskisi
gerceklesir. Trofoblast ile uterus epiteli arasinda digim seklinde sitoplazmik
kopriller kurulur. Implantif dokular arasinda kenetlenmeler olusmaya baslar.
Trofoblast ve uterus epitel yiizeylerinde dejeneratif diizeyde ileri bir morfolojik
degisim olmaksizin blastosist uterus yiizeyine tutunur. Belirgin bir tutunma ancak

epithelio-koriyal plesentasyon gosteren memelilerde gerceklesir (18).
Penetrasyon veya Invazyon

Memeli tiirtine gore degisiklik gosterebilir. Hormonal, mekanik ve genetik
faktorler ve desidual bariyer hazirliklar1 trofoblasta karsi direncin yok olmasini
saglar. Implantasyonun gerceklesme asamasinda trofoblastin endometriyuma

goémiilmesi 3 tipte olur (18).

Yer degistirerek penetrasyon

Trofoblast’in uterus epitelini ortadan kaldirarak onun yerine gectigi
penetrasyon tipidir (67). Tipik olarak kemiricilerde gozlenir. Bu asamadan sonra bu
hiicreler dejenere olur ve bazal laminadan ayrilir. Sonugta bazal laminanin

penetrasyonu desidual hiicreler araciligiyla baslatilir (18).

Kavnasarak penetrasyon

Kaynasarak penetrasyon, invaziv dokunun hedef noktasi, sinsityum
aracihifryla uterus duvarina kaynasmasidir. Implante olan trofoblastin apikal plazma
membrani, uterus epitel hiicrelerinin apikal membranlariyla temas ederek mikst bir
sinsityum olusturur. Boylece sinsityum hem maternal hem de trofoblast hiicrelerden
koken alir. Daha sonra sinsityum, bazal lamina ve endometriyal bag dokusuna aktif
olarak penetre olur. Buna bagli olarak da maternal kan damarlarin1 yavas yavas eritir.
Bu tip implantasyon tavsanda goriilmiistiir. Insanda da gergeklesen implantasyon tipi
bu tip olabilir (18).



Zorla Penetrasyon

Uterus epitel hiicreleri ve sinsityum uzantilar1 baglantilar yaparak hiicreler
arasi araliklara girer ve epitel hiicre araliklarindan olusan bu yariklar1 doldurur. Ayni

zamanda trofoblast ve uterus epiteli arasinda da yeni baglanti kompleksleri olusur
(18).

APOZISYON ADEZYON  INVAZYON
CT

€5 3518/ €1€s v W Blc o/a € A9 c Al AlciEA

BL: Blastosist sgp130: Coziinir gp130 3

ZP: Zona pellusida ST: Sinsityotrofoblast

LE: Luminal epitel IL-1: nterlokin-1

CT: Sitotrofoblast P
LIF:Losemi inhibitor faktor

P: Pinopod

GE: Glandular epitel

Sekil 2.1. Implantasyonun asamalar1 1) Zona pellusida ile ¢evrelenmis blastosist.2)
Zona pellusidanin ayrilmasi 3) Apozisyon agsamasi. Pinomodlar blastosistler igin
tutunma yiizeyi olusturur. Endometriyumda LIF ekspresyonu, sitotrofoblast
hiicrelerinin yiizeyinde LIF reseptorleri yer alir. 4) Adezyon evresi ve LIF
reseptorlerinin miktarlarinda artis izlenmektedir. 5) Blastosist tarafindan eksprese
edilen IL-1, glandular epitelin LIF ekspresyonunu uyarir. 6) Implantasyonun
tamamlanmasinin ardindan implantasyon penceresi kapanir (31).

2.3. Ostrus Siklusu ve iImplantasyon Esnasinda Endometriyumun Ozellikleri
Implantasyon ve embriyonun gelisiminin gergeklestigi uterus korpus, kornu
ve serviks kisimlarindan olusur. Morfolojisi hayvan tiirlerine gore degisiklik gosteren
uterus, kemirgenlerde gévde, iki kornu ve tek serviksten olusan bir yapidadir (59).
Insanlarda ise uterus armut seklinde, kalin duvarl, kasli bir yapiya sahip olup, govde
ve serviksten ibarettir (59). Uterus duvari, icten disa dogru endometriyum,
myometriyum ve perimetriyum katmanlarindan meydana gelir. Endometriyum,
biyokimyasal faktorlerin ¢ogunun iiretildigi ve damarsal yapi olarak degisen
derecelerde kanlanan karmasik bir dokudur (11). Lamina epitelyalis tek kath

prizmatik epitel hiicrelerinden olusmaktadir. Buradan koken alan bezler lamina



propriya ve submukozaya kadar uzanir. Lamina propriya ve submukoza gevsek bag
dokudan olusmaktadir. Myometriyum, igte sirkiiler dista longitudinal seyirli diiz kas
katmanidir. Perimetriyum ise, peritonun visseral yapragindan olusmus ve bazal

membran lizerinde oturmus mezotel hiicrelerinden ibarettir (59).

Sicanlarda didstrus baslangicinda uterus kiigiik ve inaktiftir. Kornular
vaskiilarizasyon agisindan yetersiz ve genellikle yarik seklinde liimene sahiptir.
Zaman zaman kiibik ve silindirik sekilli olan epitel hiicreleri dejenerasyon gostererek
diizlesir. Baslangigta mitoz c¢ok azdir ve bezler inaktif durumdadir. Bu fazin
ilerlemesi ile beraber bezler aktiflesmeye baglar. Ayn1 zamanda fazin sonuna dogru

endometriyum epiteline bitisik olan stromada hafif bir 6dem goriilebilir.

Prodstrus agamasinda, uterusun endometriyum katmani epitel hiicreleri kiibik
ve silindirik epitel hiicrelerine donlismeye baslar. Endometriyumda vaskiiarizasyon
belirgindir ve stromada prodstrusun sonuna dogru liimenin onemli bir sekilde

genislemesiyle beraber bir miktar 6dem gortilebilir.

Ostrus asamasinda endometriyum epitelindeki  degisiklikler ~dstrusun
basladigmi ifade eder. Once bezlerdeki dejenerasyon alanlari ortaya ¢ikar. Bunu
epitelin incelmesi takip eder. Buna mitotik aktivitenin kaybolmasi ve 16kosit
infiltrasyonu eslik eder. Limen dilatasyonu her zaman gecerli olmamakla beraber
ostrusun ge¢ safthasina kadar devam edebilir. Ostrusun sona ermesiyle

endometriyumun mitotik aktivitesi eski halini alir.

Metostrus asamasi sirasinda uterus endometriyum epitelinde devam eden
vakuolar dejenerasyon goriiliir. Fakat ayn1 zamanda mitotik aktivitede belirgin bir

geri doniis vardir. Degisken 16kosit infiltrasyonu vardir (79).

Endometriyum, biyokimyasal faktorlerin biiyiik kismininin tretildigi ve

degisen derecelerde kanlanan karmasik bir dokudur (11).

Uterus siklusu esnasinda endometriyumda bir dizi degisimler olur. Epitel
altindaki lamina propriya, desidua olarak bilinen yapisal bir doniisiimle en ileri
ozellikleri gosterir. Fakat bu siirecte uterus epiteli tiim 6zelliklerini korur. Desidua,
uterus siklusunun sekresyon fazindaki ileri gelisme ve degismelerin bir biitiin olarak
ifadesidir. Implantasyon esnasinda yiizey epiteli, tiim silyali dzelligini kaybederken

bir yandan kiit sitoplazmik kopriiler halinde goézlenen tiimsekgikler araciligiyla
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blastosist arasinda bir iletisim kurar. Epitel hiicrelerinin ince yap1 diizeyinde
olusturduklar farkliliklar, déllenme ani ile implantasyon an1 arasinda gecen yaklasik
6-7 giinliik siirenin degisik zaman dilimlerindeki durumuna gore farkliliklar gosterir.
Gebeligin olmadigi durumlarda uterus epitelinin yiizeyindeki mikrovilluslari,
sitoplazmik elemanlar1 ve komsu hiicrelerle olan iligkisi normal konumdadir, oysa
preimplantasyon asamasinda uterus epitel yiizeyinde meydana gelen sitoplazmik

cikintilar ve kopriler gebeligin farkini ortaya koymaktadir

Gebeligin devam ettigi durumlarda, endometriyum bezlerinde birtakim
degisimler olur ve ¢ok farkli yap1 6zellikleri gosterir. Bol miktarda yogun glikojen
partikiilleri ve graniillerin artmasi, homojen salgi ve yogun damlaciklarin liimende
birikimi, blastosistin implantasyon oncesi beslenmesini saglayan “uterus siitii”

ozelligini gosterir

Gebeligin ilk haftalarinda endometriyumda blastosist implantasyonuna kars1
immunolojik bir bariyer olusur. Bu islemin temelini olusturan hiicresel elemanlar,
desidual hiicrelerden farkli yapisal bilesimlere ve biyokimyasal igerige sahip graniillii
hiicrelerdir. Endometriyumda gozlenen bu hiicrelerin kdkeni hakkinda farkli goriigler
vardir. Genel olarak kemik iligi orjinli olabilecekleri varsayilmakla birlikte dalak
veya timus orjinli olma ihtimalleri vardir. Trofoblastik invazyona karsi olusturulan
hiicresel ve humoral bariyer, belli merkezlerin otokontrolii altinda gerceklesir,
gerektigi zaman ve yerde trofoblastik invazyon durdurulur. Boylece tipki bir timor
yayilmaciligi 6zelligi tasiyan trofoblastin belli bir siire sonra tiim uterusu isgal etmesi

engellenir (18).

Uterus veya endometriyal kabullenme, ovaryum hormonlarinin etkisi altinda
bastosist implantasyonuna izin veren uterus kosullarini tanimlar. Bu sekilde spesifik
hiicresel ve molekiiler olaylarin gelisimi kolaylasir. Implantasyonun gergeklestigi
alic1 donemin sona ermesinden hemen sonra, reddedici faza gegen uterus bu asamada
blastosist implantasyonuna duyarsiz olup, blastosist i¢in toksik bir etkiye sahiptir.
Sicanda gebeligin 5. giinlinde uterus, blastosist implantasyonu i¢in alict donemde

iken, 6. giinde reddedici faza geger (84).

Siganda ve insanda kalsitoninin implantasyon penceresinin agilmasindan

hemen Once uterus sivisindaki gegici artisi, endometriyal kabullenme zamaninin
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onceden saptanmasma yardimci olabilir. Integrinler ve bircok  sitokin
endometriyumun alict olmasina katkida bulunurken, tiimor nekrozis faktor-alfa
(TNF-0) implantasyon penceresinin kapanmasini saglayarak uterusu reddedici faza
gecirir. Reddedici uterus sivisinda bulunan kolik asit gibi diisiik molekiiler agirlikli

maddeler ise blastotoksik bir etkiye sahiptir (40).
2.4. implantasyonda rol oynayan molekiiler mekanizmalar

Gebelik sirasinda uterusta etkili olan molekiiller, adezyon molekiilleri,

musinler, sitokinler, biiylime faktorleri ve prostaglandinleri kapsar (11).
2.4.1. Hiicre Adezyon Molekiilleri

Hiicrelerin birbirlerine ve ekstraselliller matrikse baglanmasini saglayan
protein molekiilleridir (10). Hiicrenin korunmasi, yara iyilesmesi, doku biitiinliigiiniin
korunmasi, (24) embriyogenezis, hiicre boliinmesi, hiicre farklilagmasi gibi olaylarda
rol oynarlar (35). Hiicre adhezyon molekiil ailesi integrinler, kadherinler, selektinler

ve immunoglobulinler olmak tizere dort gruba ayrilir (11).
2.4.2. Sitokinler

Bu molekiiller implantasyon ve immun fonksiyon ile ilgili siireglerle

baglantilidir. Implantasyon bolgesinde trofoblast farklilasmasinda rol oynarlar (11).
2.4.3. Musinler (MUC)

Anti-adheziv etkili bir gruptur. Musin ailesinden olan MUC-1, implantasyon

i¢in uygun yer ve zamani bulana kadar embriyoyu kovan bir molekiildiir (11).
2.4.4. Matriks Metalloproteinazlar

Bag dokudaki ¢esitli hiicre tiplerinden salgilanan, ECM’nin fizyolojik

dongiisiinde yer alan homolog endopeptidazlar ailesidir (9).
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2.4.5. Prostaglandinler

Implantasyon penceresinde zamanlama asamasinda 6nemlidir. Blastosist
implantasyonunda zamanlamada gecikme, embriyonun serviks duvarina

tutunmasina, normal olmayan plasentaya ve fétal emilime neden olabilir (11).
2.4.6. Siklooksijenazlar (COX)

Prostaglandin sentezinde hiz sinirlayict enzimdir ve iki izoformu vardir.
COX-1 ve COX-2. Siganda COX-2’nin segi¢i inhibisyonunun reproduktif patolojiye
ovulasyon, fertilizasyon, implantasyon ve desidualizasyonda aksakliklara neden

oldugu bildirilmistir (23).
2.4.7. Biiyiime Faktorleri

Genellikle otokrin, parakrin ve endokrin mekanizmalar ile etkilerini gosteren
diizenleyici molekiillerdir. Kendilerine 6zel hiicre ylizey reseptorlerine baglanip
intraseliiler sinyal yolaklarini indiikleyerek ¢ogunlukla hiicre boéliinmesine neden
olurlar. Memelilerin disi genital sisteminde folikiil gelisiminin ilk asamalarindan
itibaren oosit olgunlagmasi, embriyo gelisiminde fertilizasyondan plasenta
olusumuna kadar gegen silirede biiyiime, c¢ogalma ve farklilasma olaylarin
etkileyerek gorev yaparlar. Bu faktorlerin en 6nemlileri EGF (Epidermal Biiylime
Faktorleri), TGF-alfa, beta, (Transforme edici Biiyiime Faktorii), IGF (insiilin
Benzeri Biiylime Faktorii), FGF (Fibroblast Biiyiime Faktorii), PDGF (Trombosit
Kaynakli Biiyiime Faktorii), VEGF (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii) ve GDF-
9 (Biiylime-Farklilagma Biiylime Faktorii)’diir (38). Bu biiylime faktorlerinden
Heparin Baglayici Epidermal Biiyiime Faktorii (HB-EGF), blastosist gelismesini,
zona delinmesini ve trofoblast bilyiimesini uyarirken (2) ii¢ farkli isoformdan olusan
Transforming Biliylime Faktorii B (TGF-B), ECM firetimi ve yikiminda gorev alan
enzimler lizerinde derinden etkilidir. Ek olarak TGF-p isoformlar1 maternal fotal
yiizeylerinde bulunur ve bdylelikle isoformlarin implantasyon siirecinde dnemli rol
oynadigim1 gosterir. Ayrica koken olarak vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak
kesfedilen VEGF endotel hiicreleri i¢in mitojendir, vaskiilogenezis ve anjiyogenezis

i¢in 6nemli biiylime faktoriidiir (46).
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2.5. Desidualizasyon

Endometriyumun stromal hiicreleri, dstrojen ve progesteronun ard arda olan
etkisi altinda blastosist kaynakli bir uyartya cevap olarak iri ve epiteloid karakterli
desidual hiicrelere farklilasirlar. Desidualizasyon veya desidual reaksiyon olarak
tanmimlanan bu olay kemirici, et¢il, insan ve bazi primat tiirlerinde belirgindir (40).
Desidualizasyon terimi Latincede dokiilmek anlamina gelen “decidere” fiilinden
koken almistir.  Desidualizasyonun  gergeklestigi  stromal  kompartimanda
endometriyal stromal hiicrelerinin desidual hiicrelere degisimi yaninda, spiral
arterlerde genisleme ve anjiyogenesiz, endometriyal bezlerde sekresyon fazina
gecme Ve artan sitokinlerin etkisi ile monosit ve uterus dogal 6ldiiriicti hiicrelerinin
ortama gogl gerceklesmektedir (32). Endometriyal stromal hiicreler ig seklinde
fibroblastik hiicre fenotipine sahiptir. Degisim siirecinde ilk olarak hiicrelerin
cekirdekleri genisler ve sitoplazma miktarlar: artar. Implantasyon yerinin etrafinda
bulunan bagdoku hiicreleri embriyonik beslenmeye kaynak olusturmak i¢in glikojen
ve lipitleri depolayarak polihedral bir goriiniim kazanir. Ekspresyon 6zelliklerinden
dolay1 protein sentezi ve sekresyon iglevlerinin gergeklesecegi golgi aygiti ve
endoplazmik retikulum organellerinde de genisleme gozlenir (32, 52). Kemiricilerde
desidualizasyonun gerceklesebilmesi i¢in, stromal hiicrelerin steroid hormonlarin
etkisiyle hazirlanmis olmas1 gerekmektedir. Normal kosullar altinda desidualizayon
yalnizca implantasyon bolgesinde meydana gelir (40). Farelerde desidualizasyon
stirecinde meydana gelen bu degisiklikler blastosistin varligr ile baglatilirken
insanlarda desidual farklilagsma, siklus esnasinda progesteronun hakim oldugu luteal

fazda ortaya ¢ikmaktadir (34).

Kemiricilerde desidual endometriyum, bazal zon, kapsiil, antimezometriyal
desidua, mezometriyal desidua ve glikojenik bolge olmak iizere 5 farkli bolge
gosterir. Siganlarda desidualizasyon uterusun antimezometriyal bolgesinde primer
desidual reaksiyon seklinde baslamaktadir (53). Bu olay implantasyon alanindaki
uterus liimen epitelinin apoptozisi ile devam eder. Epitel altindaki bazal membran
embriyonun uterusa gomiilmesi amaciyla parcalanir. Devam eden giinlerde PDR
programli hiicre Olimii gegirip kaybolur ve implantasyon alanimmi ¢evreleyen
sekonder desidual alan (SDR) sekillenir (2, 17). Kemirgenlerde implantasyon

alanindaki stromanin desidual dokuya farklilagmasi yaklasik olarak gebeligin 5-6.
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giinlerine rastlar. Ancak trofoblastlarin alttaki bazal membrana penetrasyonu ve
trofoblastlarin stromaya invazyonu 7. giinde gergeklesir (87). .Antimezometriyal
desiduanin i¢ tabakasi yassi, ara tabakasi poligonal, myometriyuma komsu dis

tabakas1 6ncii desidual hiicrelerden olusmaktadir (53).

Insanda desidualizasyon ilk olarak 23 ile 28 giinliik dongiide yiizeysel
endometriyum tabakasinin terminal spiral arterlerinin ¢evresindeki stromal
hiicrelerde belirgindir (14). Daha sonra otokrin ve parakrin sinyal yollar1 ile tim

endometriyal kompartimana yayilir (33).

Stromal  kompartimandaki  desidualizasyon ilerlerken, ekstraselliiler
matriksteki farklilasma ile birlikte desidual hiicrelerin sinirlar1 daha az belirgin hale
gelir (61). Gebelik sekillenmemis endometriyal stromada ECM; tip I, 11I, V ve VI
kollajen, fibronektin ve periglandular tenaskin birikintilerinden ibarettir.
Desidualizasyon esnasinda ise ECM; tip IV kollajen, heparan siilfat, proteoglikan ve

laminin 2 ve 4 igerir (2).

Desidual doku, oOzellikle implantasyon ve erken gebelik siireclerinde
trofoblast hiicreleri ve myometriyum arasinda immunolojik bir bariyer olusturarak

inflamatuar sinyallere ve oksidatif strese karsi embriyoyu korumakla gérevlidir (44).
2.6. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
2.6.1. VEGF’nin Tarihsel Gelisimi

Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri ailesinin iiyesi olan VEGF ailesi (12,
80) endotel hiicreye 6zgii temel mitojendir ve 6nemli vaskiiler gegirgenlik faktoriidiir
(78). Endotel hiicresinin ¢ogalmasina, gogline ve farklilasmasina sebep olur (13).
Viicutta hem fizyolojik olaylarda hem de patolojik bircok hastaligin etiyolojisinde
yer alir (83).

Judoh Folkman 1971 yilinda antianjiyogenezisin insanda kanser tedavisi i¢in
bir strateji olabilecegini 6nermistir. Bu temel hipotez, anjiyogenezisi incelemek ve
kan damar biiylimesini baglatan diizenleyicilerinin arastirilmasina biiylik hiz
vermistir (29). VEGF ailesi ilk kesfedildiginde, kobay derisinde vaskiiler sizintinin

baslamasina sebep oldugu icin vaskiiler permeabilite faktorii (VPF) olarak
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adlandirilmisgtir (47). 1983 yilinda tiimor hiicrelerinin ve kapillerlerinin proteinlere
gecirgenligini arttiran bir protein olarak tanmimlanmistir (29). 1989 yilinda ise bu
aileden ilk 6zel anjiyogenik biiylime faktorii ayristirilmis ve buna vaskiilotropin veya

VEGF adi verilmistir (12, 68, 73).
2.6.2. VEGF Hakkinda Genel Bilgi

VEGF ailesi organizmanin tamamina yayilmis, vaskiiler sistem boyunca yer
alan endotel hiicreleri i¢in en 6zgiil mitojendir. Vaskiilogenez ve anjiyogenez igin
Oonemli bir faktordiir (43). Endotel hiicrelerinde proliferasyon yapar, hiicre gocilinii
kolaylastirir ve apopitozu engeller. In vivo olarak kan damarlarindaki gecirgenligi
arttirtr, anjiyogenezi tetikleyerek anjiyogenezisin diizenlenmesinde 6énemli rol oynar
(75). Ozellikle damar olusumunda onemli rol oynar ve endotel hiicrelerinin
fonksiyonlari i¢in gerekli oldugu bildirilmistir. Embriyogenez, yara iyilesmesi, timor
biiyiimesi, myokardial iskemi ve romatoid artrit gibi hastaliklar1 da kapsayan
fizyolojik ve fizyopatolojik olaylarda rol oynar. Bu sebeplerden dolay1 son yillarda

birgok arastirmaya konu olmustur (12, 85).

Anjiyogenez, mevcut durumdaki kan damarlarindan yeni kan damarlarinin
gelisimidir. Embriyonal gelisimde, disi genital sistemde, kil biiyiimesinde, kemik
gelisiminde oOnemli rol oynamaktadir. Fakat anjiyogenezisin iyi bir sekilde
diizenlenememesi diabetikretinopati, kati tiimorlerin gelisimi gibi gesitli patolojik
olgulara sebep olmaktadir (12, 25). Anjiyogenezisin olusmasi birbirini takip eden
basamaklar seklinde ortaya ¢ikmaktadir. Ilk olarak anjiyogenezise neden olan bir
uyarmin olusmasi, daha sonra bu etkenden dolay1 anjiyojenik bir faktoriin salinmasi
ve 1lgili faktorii ya da faktorlerin de bazal membrami parcalamasi (matriks

metalloproteinaz enzimi araciliiyla) s6z konusudur (19, 75).

VEGF makrofaj, mastosit, fibroblast, keratinosit, diiz kas hiicresi ovaryum
folikiilleri, korpus luteum, akciger alveolar hiicreleri, renal glomerul visseral epitel
hiicreleri, bobrek proksimal tubiil hiicreleri, adrenal korteksin tiim hiicreleri, leydig
hiicreleri, bronsiyal ve koroid pleksus epitel hiicreleri, hepatositler gibi pek c¢ok
hiicreden salgilanir (28). Fizyolojik olarak ovulasyondan hemen once ovaryum

follikiillerinden salgilanarak yeni damarlarin olusumunu arttirir. Ovulasyondan sonra
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korpus luteum, erken implantasyon déneminde de trofoblastlar tarafindan salgilanir.
Embriyonik gelisimin sonuna dogru azalirken, organ olusumu doneminde salinimi
oldukga artar (82). Endotel hiicreleri VEGF salgilamaz ancak iizerlerinde VEGF igin
reseptdr bulundururlar. VEGF salinimini diizenleyen faktorler hipoksi, inflamatuar
sitokinler, reaktif oksijen radikalleri, nitrik oksit ve hormonlardir. VEGF, PGF,
VEGFR-1 ve VEGFR-2 arasinda dogru denge kurulamamasi halinde inflamatuar
anjiyogenez olusur. Bu da psorisis, romatoid tartrit, diabetik retinopati, makiiler
dejenerasyon, prematiir retinopatisi ve timor gelisimi gibi patolojilere yol agabilir

(28).

VEGF arterler, venler ve lenfatiklerdeki endotel hiicreleri i¢in giiclii bir
mitojen olmasia ragmen diger hiicre tipleri icin mitojenik aktiviteden yoksundur.
VEGF, temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) ile arasindaki giiglii sinerjistik etki
ile in vitro modellerde mikrovaskiiler endotel hiicrelerinin kollajen jellere
invazyonunu saglayarak anjiyogenezi aktive etmekte ve kapiller benzer yapilarin

olusumunu uyarmaktadir (75).
2.6.3. VEGF Geni-Protein Yapisi

Insanlardaki VEGF geni kromozom 6p21.3 iizerinde yerlesmistir (76).
Kodlayict bolge yaklasik olarak 14 kb’lik bir alan kaplamaktadir ve 8 exon’dan
olugsmaktadir (74). VEGF ailesi alt bolimlere ayrilmaktadir. VEGF, bu alt
bolimlerden PDGF ailesine aittir. Bu alt ailede yer alan monomerler yan yana bir
uyumla bir arada tutulmaktadirlar. 2 beta tabakasi, 2 kivrimli simetriye dik olacak bir
sekilde uzanmaktadir. Tim VEGEF isoformlar1 kovalent bagli homodimerler seklinde

salgilanirlar (12).
2.6.4. VEGF’nin Biyolojik Aktivitesi,

VEGF ¢esitli biyolojik aktivitelere sahiptir. En iy1 karakterize o6zelligi
vaskiiler endotel hiicreleri i¢in giiclii bir mitojen olmasidir (55). Endotel hiicrelerinin
cogalmasi anjiyogenez siireci i¢ginde onemli bir olaydir. Bu ¢ogalma VEGF’nin hem
in vivo hem de in vitro anjiyogenesizise neden oldugunu gosterir. Aktif
anjiyogenesizden ayr1 olarak VEGF, hiicre apopitozusunu 0&nleyerek endotel

hiicrelerinin yasamasi i¢in 6nem teskil eder (5).
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VEGF baglari, sadece proliferasyon sirasinda degil ayn1 zamanda dinlenme
halindeki endotel hiicrelerinde de rol oynar. Dahasi VEGF endotel hiicrelerinden
nitrit oksitin iiretimini arttirarak vazodilatasyona sebep olur. VEGF ayrica vaskiiler
gecirgenlik faktorii olarak bilinir ¢linkii VEGF, plazma proteinlerinin mikrovaskiiler
sizintisina sebep olur. Bu permeabilite arttirict aktivite, endotel hiicrelerinin
biiylimeleri igin bir sablon olan ekstravaskiiler fibrin-jelin olustugu yerdeki

anjiyogenezis i¢in onem tasir (22, 42).
2.6.5. VEGF Isoformlari

Bugiine kadar insan VEGF’sinin sirasiyla 121, 145, 165, 183, 189 ve 206
aminoasite sahip olan 6 isoformu tanimlanmistir (VEGFi21, VEGF145 VEGFigs,
VEGFg3, VEGF139, VEGF,06) (60). Tiim isoformlari kovalent bagli homodimerik
seklinde sekrete edilir (74). VEGF iireten hiicrelerin ¢cogu VEGF1;, VEGF45 ve
VEGFig9’u eksprese ederken, VEGF145 ve VEGF,06 esas olarak plasental kokenli

hiicrelerle sinirhidir (42).

VEGFs5 yaklasik 46 kDa’lik homodimerler seklinde salgilanir. Bu
homodimerler bazik bir karaktere sahiptir ve heparine orta derecede bir yatkinlik
gosterirler. Tam tersine VEGFi2; zayif asidik bir proteindir ve heparini
baglamamaktadir. VEGFi2; kendisini lreten hiicrelerden serbest bir sekilde
salgilanmasina ragmen VEGFg5’in yaklasik %50-70’1 hiicre ve ECM ile iligkili bir
sekilde kalmaktadir. VEGF1g9 Ve VEGFys ise tamamen ECM’de ve daha az olgiide
hiicre ylizeyinden salgilanirlar (12, 76).

2.6.6. VEGF Uyeleri

VEGF ailesi VEGF-A (Human-VEGF), VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D,
VEGF-E ve plasenta biiyiime faktorii (Placenta Growth Factor; PGF) adi verilen 6
tiyeden olugsmaktadir (82). Bu proteinler, damar gelisiminde olduk¢a 6nemli gérevler
istlenirler. Damar gelisiminde fizyolojik ve patolojik anjiyogenezde ve
lenfanjionegezisde 6nemli rolleri vardir (30). VEGF iiyelerinden en fazla arastirilani
VEGF-A’dir. Koroner arter gelisimindeki roliiniin disinda VEGF-B hakkinda ¢ok
fazla bilgi mevcut degildir. VEGF-C ve D, lenfatik sistemin gelisiminde 6nemlidir,

ayrica anjiyogenezi ve artmis vaskiiler gegirgenligi tetikleyebilmedir (12).

16



VEGF-A

VEGF-A’nin orjinal ismi guinea-pig derisindeki vaskiiler gecirgenligi
olusturma yeteneginden dolay1 vaskiiler gegirgenlik faktorii olarak tanimlanir (VPF).
VEGF-A vaskiiler endotel hiicreleri i¢in 6nemli 6l¢iide spesifik mitojen olup, 34-46
kDa agirliginda glikoproteindir. VEGF-A monomerleri iki disilfit kopriileri ile
homodimer olusturacak sekilde birbirleriyle baglantilidir (50). VEGF-A geni,
kromozom 6p21.3” teki lokalizasyonda kodlanmistir. Ayrica Human-VEGF olarak
bilinir (26).

VEGF-A’nin 6 adet izoformu vardir. Bunlar VEGF121, VEGF146, VEGFgs,
VEGF;g3, VEGF139 Ve VEGFy6’dir (30). Bu izoformlardan VEGF;2; disinda hepsi
heparine baglanmaktadir. VEGF121, VEGFi145 ve VEGFig5 sivilarda saptanabilir
ancak VEGFig9 ve VEGFps ise salgilandigi halde testlerle kolaylikla saptanamaz
(57). VEGFi65, VEGF1,1’in aksine hiicre yiizeyindeki ve ekstrasellular matriks

icindeki proteoglikanlara ve heparine baglanan izoformdur (73).

Sekil 2.2. VEGF-A gen yapisi (7).

VEGF-A’'nin  plasenta  gelisimi  esnasinda  sitotrofoblastlarin  ve
sinsisyotrofoblastlarin gelisiminde rol aldigi diisiiniilmektedir. En etkin olan formu
VEGFg5°tir (85).
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VEGF-B

VEGF-B, vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1)’e
baglanarak monositlerin farklilasmasi ve etkinlesmesinde rol oynar (16, 82). Gelisen
embriyonun kalbinde ve yetiskinlerin kalp ve iskelet kasinda kuvvetli bir sekilde
tanimlanir. VEGF-Bigs hiicrelerden serbestce salgilanir ve endotel hiicreleri igin
mitojenik iken VEGF-Bi47 heparine baglanir. Bununla birlikte VEGF-A’nin aksine,
VEGF-B hipoksi tarafindan uyarilmaz (50).

VEGF-C

Lenfatik damarlarin olusumunda rol oynamaktadir. VEGFR-2 ve VEGFR-3’
e baglanarak lenfanjiyogenesizi diizenler (25). VEGF-C hipoksiden degil, pro-
inflamatuar sitokinler tarafindan indiiklenir ve tavuk koriallontoik zar modelinde bir
anjiyogenik yanit olusturabilir (50). VEGF-C ayn1 zamanda yara iyilesmesinde de rol
oynar (25).

VEGF-D

334 amino asitten meydana gelen ve VEGF-A ile %31 oraninda ayni amino
asitleri kapsayan bir proteindir (1). VEGFR-2 ve VEGFR-3’e baglanarak VEGF-C

ile benzer gorevler iistlenir (82).
VEGF-E

VEGF-A ile amino asit dizilimi %25 oraninda benzerlik gosterir. Giiglii bir
mitojen ve gegirgenlik arttirici faktordiir. VEGFR-1’e baglanamaz fakat VEGFR-

2’ye segici olarak baglanmasi sayesinde etkisini gosterir (16, 82).
PGF

VEGFR-1’¢ baglanir ve endotel hiicrelerinde en fazla bulunan VEGF
tiyesidir. VEGF-A’ya bagli endotel hiicre cogalmasini tetiklerken kendi basina zay1f
bir mitojenik etkiye sahiptir (25).
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Tablo 2.1.VEGF Ligandlar1 ve reseptorler (8).

VEGF

Nigaudlars Reseptorleri Foksiyonlar:
VEGF (VEGF- VEGFR-1. VEGFR-2, Anjivogenezis
A) neuropilin-1 Vaskiiler onarim
VEGF-B VEGFR-1 Belirlenmemistir
VEGF-C VEGFR-2. VEGFR-3 Lenfanjiyogenezis
VEGF-D VEGFR-2, VEGFR-3 Lenfanjivogenezis
VEGF-E VEGFR-2 Anjiyogenezis

. Anjiyogenezis
PGF VEGFR-1, neuropilin-1

Yang:

2.6.7. VEGF Reseptorleri

VEGF nin su anda tiim anjiyogenik faktorler i¢cin dnemli oldugu diistiniiliir.
Hemen hemen anjiyogenez alanlarinin her yerinde gozlenir. VEGF seviyeleri kan
damar biiylimesi vakalarinda gegici ve bulundugu yer agisi ile yakindan iliskilidir
(42, 62). Endotel hiicrelerinin VEGF’den yararlanabilmesi i¢in onun baglanabilecegi
ozel reseptorleri sentezlemesi gerekir (81). Uc gesit vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptorii (VEGFR) tanimlanmistir (12).

VEGFR-1/Flt-1 (fms-like tyrosinekinase-1)

VEGFR-2/FIk-KDR ( kinase domain region-fetal liverkinase)

VEGFR-3/FIt-4 (fms-like tyrosine kinase-4)

VEGF reseptor-1 (VEGFR-1, flt-1) ve VEGF reseptor-2 (VEGFR-2, flk-1,
KDR) embriyogenezis sirasinda sentezlenirler, (13) amino asitlerinin %44’{ ortaktir

ve iki bolim igerirler. Birinci boliim, hiicre i¢inde bulunan ve tirozin kinazin etkinlik
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alanlarini igeren hiicre i¢i kisim, ikinci boliim ise, hiicre disinda kalan tek sirali kisa
membran kopriileri dizisi ve ligand baglama bolgeleri iceren 7 adet immunoglobiilin

benzeri yapidan olusan hiicre dist kisimdir (30, 81).

VEGEF reseptorlerinden VEGFR-1 tanimlanan ilk VEGFR’dir ve VEGF’ ye
kars1 en yiiksek affiniteye sahiptir (75). VEGFR-1, VEGF-A ve PGF’e yiiksek bir
affinite ile baglanir fakat iyi bir cogalma ve kemotaktik yanit elde edilemez (73) ayn1

zamanda VEGF-B’nin etkilerine aracilik etmektedir (6).

VEGFR-2, VEGF-A’nin mitojenik ve vaskiiler gecirgenlik artis1 etkilerinden
sorumludur. Endotel hiicre biiylimesi, farklilasmasi ve gociinii diizenler (25).
VEGFR-2, VEGF-A, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E’nin etkilerine aracilik ederler (6).

VEGFR-3 ise ozellikle lenfatik damarlarin gelisiminde onemlidir. VEGF-C
ve VEGF-D’nin baglandigi reseptordiir ve lenfanjiyogeneziste rol aldigi bildirilmistir
(81).

VEGF-A VEGF-C

P o VA

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
(Fit-1) (Fik-1/KDR) (Fit-4)

Sekil 2.3. VEGF ve reseptorleri (6).
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3. GEREC VE YONTEM

Bu calismada, Mehmet Akif Ersoy Universitesi Deney Hayvanlari
Laboratuvarindan temin edilen, her grupta 6 adet olmak {izere toplam 30 adet
(yaklasik 180-200 gr agirliginda, 10-12 haftalik) yetiskin disi Wistar Albino cinsi
sican kullanildi. Calisma esnasinda siganlara, ayr1 bolmelerde standart yem ile su
verilerek, ortamlarmin sicaklik ve nem oranlari sabit olacak sekilde, 12 saat
karanlik/aydinlik ortamlarda tutuldu. Vajinal smear ile Ostrus evresinde olduklari
belirlenen disi siganlar, 1 gece erkek siganlar ile (2 disi/ 1 erkek) birlikte birakildi.
Ertesi sabah vajinal smearda sperm bulunan disi siganlar gebeligin 0. giinii olarak
kabul edildi. Gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde, gruplardaki si¢anlara rompun
(5mg/kg) ketamin (60mg/kg) kombinasyonu ile saglanan genel anestezi altinda
servikal dislokasyon ile 6tenazi uygulanarak anterior abdominal duvar agilip uterus
dokular1 alindi. Immonohistokimyasal analizler icin alman uterus dokular:
trimlenerek fikzasyon i¢in %10 Formalin soliisyonlar1 i¢ine konuldu. Alinan
orneklerde immunohistokimyasal prosediir uygulanarak VEGF
immunlokalizasyonlar1 belirlendi. Calismada kullanilan sicanlar asagidaki tabloda

oldugu gibi deney gruplarma dahil edildi.

Tablo 3.1. Deney Gruplart

d

Deney Gruplari

GRUPI Gebeligin 0. Giinii
GRUPII Gebeligin 1. Giinii
GRUP III Gebeligin 3. Giinii
GRUP IV Gebeligin 5. Giinii
GRUP V Gebeligin 7. Giini

21



3.1. Immunohistokimyasal Prosediir

Gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde alinan uterus doku oOrnekleri %10
Formaldehit soliisyonunda tespit edildikten sonra 151k mikroskobik takip
islemlerinden gecirilerek parafin bloklara gémiildii. Parafin bloklardan alinan Spm
kalinligindaki kesitler dehidrasyon icin alkol serilerinden geg¢ildi. Daha sonra
kesitler, antijen maskelenmesini ortadan kaldirmak i¢in 1s1ya dayanikli kap igerisinde
tizerini kaplayacak kadar sitrat tamponu (ph:6) eklenerek mikrodalga firinda (750 W)
2 kez, 5’er dakika igleme tutuldu. Daha sonra kesitler oda 1sisinda (20 dk) sogutuldu.
Kalem ile sinirlandirilan kesitler, fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) +%0,2 Tween
20 soliisyonu ve distile su ile yikandiktan sonra endojen peroksidaz aktivitesini
ortadan kaldirmak i¢in, oda 1sisinda ve nemli ortamda, %3’liik H,O, soliisyonunda
(25dk) bekletildi. Tekrar PBS+%0,2 Tween 20 soliisyonu ile yikandi. Daha sonra
kesitler, 1/100p oraninda diliie edilen primer Mouse monoclonal VEGF antikorlar1
ile +4C°de nemli ortamda bir gece bekletilerek inkiibasyonu saglandi. Negatif
kontroller, primer antikorun iglemlerden c¢ikarilmasi ile elde edildi. Ertesi sabah
dokular PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandiktan sonra Biyotinle konjuge
universal LSAB Kit’inde oda 1sisinda nemli ortamda (30dk) tutuldu. Tekrar
PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandiktan sonra oda sicakliginda ve nemli
ortamda HRP soliisyonunda (30dk) bekletildi. Uygulama sonrasinda kesitler
PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu ile yikandi ve sonrasinda mikroskop altinda DAB
kromojeni uygulandi. Daha sonra Kesitler distile sudan gecirildi ve Hematoksilen
(4dk) ile z1it boyama yapildi ve alkol serilerinden geg¢irildikten sonra kapatildi. Son
olarak, elde edilen preparatlar Nikon E 600 151k mikroskobu ile goriintiilenerek
gruplara ait doku ornekleri immunboyanma siddeti acisindan semiquantitatif olarak

skorlandi.
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Tablo 3.2. immunohistokimyasal Prosediirde Kullanilan Malzemeler.

Kimyasal Malzemenin Adi Markasi Kodu
Peroxidase-Blocking .
) Dako REAL S2023

Solution
Protein Block Serum-Free

Dako X0909
Ready-To-Use
VEGF (C-1) Santa Cruz

) Sc-7269

Mouse Monoclonal 1gG2, Biotecnology
Biotinlated Link

Dako K0609
Streptavidin-HRP
DAP+ Chromogen

Dako K3468

DAP+ Substrate

Tablo 3.3. Sitrat Tampon Soliisyonu (500ml igin)

Kimyasal Malzemenin Adi  Miktar

Citric asit 0,96 gr
Distile su 500ml
10N NaOH Ph:6 olana kadar eklenir.

Tablo 3.4. Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (1000ml igin)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktar

Na;HPO, 1,48gr
KH2PO4 0,43
NACL 7,29r
Distile su 1000ml
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Tablo 3.5. PBS+ %0,2 Tween 20 soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Adi  Miktar

PBS 500ml
Tween 20 0,5ml

Tablo 3.6. PBS+%0,1 Tween 20 soliisyonu (500ml i¢in)

Kimyasal Malzemenin Ad1  Miktar

PBS 500ml
Tween 20 0,25ml
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4. BULGULAR

Yapilan caligmada, sicanlarda gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde alinan
uterus doku kesitleri, VEGF’nin dokudaki ekspresyonlarini belirlemek igin
immunohistokimyasal olarak boyandi. Nikon E-600 151k mikroskop ile incelenen
boyali doku ornekleri farkli gozlemciler tarafindan incelendi ve boyanma siddeti
acisindan semiquantitatif olarak skorlandi. Bu skorlanmada boyanma siddetleri; -
(boyama yok), + (zayif), ++ (orta) ve +++ (giiglii) olarak derecelendirildi, Tablo 4.1
de 6zetlendi. Gruplarin giinlerine ait boyanma oérnekleri (Sekil 4.1.- 4.11.) arasinda
gosterildi. Gebelik giinlerine ait bolge tanimlamalart Oner H ve arkadaslarinm (58)

daha once yaptiklar1 ¢calisma referans alinarak yapilmistir.
VEGF immunlokalizasyonu

0.Giin: Endometrium ve myometrium normal yapida gozlendi. VEGF
immunlokalizasyonu liimen ve bez epitel hiicrelerinin stoplazmalarinda,
myometrium ve kapiller duvarinda ve supepitelyal stromada giiglii sekilde mevcuttu.
Endometriyal stromada ise az sayida hiicrede giiclii (+++) immunreaksiyon
mevcuttu. Gebeligin 5. giinliine kadar desidual reaksiyon alani olugsmamisti (Sekil

4.1,4.2).

1. Giin: Gebeligin 1. gliniinde uterusun mikroskobik yapisi, VEGF immunreaksiyon
alanlari ve boyanma siddeti 0. giin ile benzerlik gostermektele beraber

immunreaksiyonun endometriyal stromaya dogru yapildig: gézlendi (Sekil 4.3, 4.4).

3. Giin: Gebeligin 3. giiniinde uterusun mikroskobik yapisi, VEGF immunreaksiyon

alanlar1 ve boyanma siddeti 1. giin ile benzerlik gostermekte idi (Sekil 4.5, 4.6).

5. Giin: En belirgin yapisal degisiklik bezlerin kii¢lilmiis, sayilarmin oldukca
azalmus, kapillerlerin miktarinin ise artmis oldugu idi. implantasyonun ilk belirleyici
isaretlerinden biri olan desidual reaksiyon alani, primer desidual reaksiyon alam
(PDR) seklinde antimezometrial bolgeden mezometrial alana dogru liimen epitelinin
altinda yayilmis, ancak liimen epitelinden stromaya dogru dar bir alanda gozlenmeye
basladi. VEGF immunreaktivitesi uterus liimen ve bez epitel hiicrelerde,

myometriyum ve kapiller duvarinda ve myometriyuma yakin endometriyal stromada

25



az sayida hiicrede VEGF immunekspresyonu gozlendi ve PDR alaninda giiclii (+++)
sekilde mevcuttur (Sekil 4.7, 4.8).

7. Giin: Uterus limeni iyice kii¢iilmiis, epiteli incelmis, liimeni ¢evreleyen PDR
alaniin disinda mezometrial alana dogru sekonder desidual reaksiyon alani (SDR)
belirginlesmisti. Bezler oldukca kiiciik, ¢ok az sayida ve myometriyuma yakin
yerlesimde idi. VEGF immunreaktivitesi, mezometrial alana dogru, hem PDR hem
de SDR alaninda antimezometrial alana gére daha yogun ve giiclii (+++) gozlendi.
Lumen ve bez epitelinde giiglii sekilde gozlenen VEGF immunreaktivitesi kapiller
duvar1 ve miyometriyumda hafif siddette (+) idi (Sekil 4.9, 4.10, 4,11).
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Sekil 4.1. Gebeligin 0. giiniine ait sican uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
SES: Subepitelyal stroma; Mavi ok: Lumen piteli; Kirmizi ok: Bez epiteli; Siyah ok:
Kapillar. X400.

Sekil 4.2. Gebeligin 0. giiniine ait sigan uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
MY M: Myometriyum. X400.
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Sekil 4.3. Gebeligin 1. giiniine ait sican uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
SES: Subepitelyal stroma; Mavi ok: Lumen epiteli; Kirmiz1 ok: Bez epiteli; Siyah
ok: Kapillar. X400.

Sekil 4.4. Gebeligin 1. giiniine ait sican uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
ES: Endometriyal stroma; MYM: Myometriyum. X400.
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Sekil 4.5. Gebeligin 3. giiniine ait sican uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
SES: Subepitelyal stroma; Mavi ok: Lumen epiteli; Kirmiz1 ok: Bez epiteli; Siyah
ok: Kapillar. X400.

Sekil 4.6. Gebeligin 3. giiniine ait sigan uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
ES: Endometriyal stroma; MYM: Myometriyum. X400.



T e A =39

Sekil 4.7. Gebeligin 5. giiniine ait sigcan uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
PDR: Primer desidualizasyon alani; Mavi ok: Lumen epiteli; Kirmizi ok: Bez epiteli;
Siyah ok: Kapillar. X400.

Sekil 4.8. Gebeligin 5. giiniine ait sigan uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
ES: Endometriyal stroma; MYM: Myometriyum; Kirmiz1 ok: Bez epiteli; Siyah ok:
Kapillar. X400.
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Sekil 4.9. Gebeligin 7. giiniine ait sican uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
AMZ: Antimezometriyal alan; MZ: Mezometriyal alan; MYM: Myometriyum; PDR:
Primer desidualizasyon alani; SDR: Sekonder desidualizasyon alan1 Kirmiz1 ok: Bez;
Mavi ok: Lumen epiteli. X40.
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Sekil 4.10. Gebeligin 7. giiniine ait sigan uterus dokusunda VEGF immunreaksiyonu.
AMZ: Antimezometriyal alan; MZ: Mezometriyal alan; PDR: Primer
desidualizasyon alani; SDR: Sekonder desidualizasyon alani. X100.
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Tablo 4.1. Gebe siganlarin uterus dokusunda VEGF immunreaktivitesinin gebelik
glinlerine gore semiquantatif analizi

Gebelik  Lumen Bez SES ES MYM PDR SDR  Kapiller
Giinleri  Epiteli  Epiteli

0.Giin +++ +++ +++ +++ +++ Yok Yok +++
1.Giin +++ +++ +++ +++ +++ Yok Yok +++
3.Giin +++ +++ +++ +++ +++ Yok Yok +++
5.Giin +++ +++ PDR ++ +++ +++ Yok +++
7.Giin +++ +++ PDR SDR + b JLALIL +
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5. TARTISMA

Anjiyogenezis yeni kan damarlarinin olusumu ile sonuglanan ekstraselliiler
matriks ve endotel hiicre ¢gogalmasini, yeniden modellendirmeyi igeren karmasik bir
stirectir (56). Anjiyogenezis pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik faktorler arasindaki
dengeye dayanan karmasik bir sistemle regiile edilir. En 6nemli pro-anjiyogenik
faktor vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriidiir (64). VEGF anjiyogeneziste 6nemli rol
oynayan, endotel hiicresine 6zgli mitojendir. Gegmis raporlar, VEGF’nin embriyo
implantasyonu ve embriyonik vaskiilogenesiz ile yakindan bagli oldugunu
gostermistir (86). Seksiiel siklus boyunca VEGF, ovaryum ve uterus dokusunda
anjiyogenezise dahil olur. Gebelik sirasinda ise VEGF, endotel hiicre ¢gogalmasini ve
vaskiiler gecirgenligi arttirir. Farelerde VEGF- alleli kayb1 embriyonik o6liimlerin
yanisira vaskiilarizasyonun defekti gibi embriyonik anomalilere sebep olur. Ayrica
VEGF ve reseptorleri kadinlarin, sicanlarin, farelerin, tavsanlarin ve koyunlarin
uterus implantasyonu ve uterus siklusunda tespit edilmistir (66). Ornegin Yi ve
arkadaglar1 embriyonik peri-implantasyon sirasindaki hamsterlarda VEGF ve
reseptorlerinin ekspresyonunu (giftlesme sonrasi 3, 4, 5, 6 ve 7. giinleri) in situ
hibridizasyon, immunohistokimya ve PCR ile arastirmistir. Bu arastirmaya gore
ciftlesmeden 3 giin sonra in situ hibridizasyon ve immunhistokimyasal boyama
teknigi ile sadece uterus epitelinde zayif VEGF eskpresyonu ortaya koyulmustur. 4.
giinde subepitelyal stroma ve embriyoda, VEGF ve VEGF reseptorlerinden biri olan
Flt-1 i¢in immunreaktivite gosterilmistir. 5. giinde desidual hiicreler ve vaskiiler
endotel hiicrelerinde hem VEGF hem de reseptorleri i¢in immunreaktivite tespit
edilmistir. Arastirmacilar sadece birka¢c embriyonik hiicrenin VEGF mRNA’y1
eksprese ettigini ancak desidual hiicrelerde gii¢lii sinyaller kaydettigini
gozlemlemistir. 7.giinde ise embriyonik ektoderm, amniyon ve koriyonda da daha
giiclii VEGF sinyalleri tespit edilmistir. Tiim bu bulgulara dayanarak arastirmacilar,
VEGF ve reseptorlerinin desidual dokularda eskpre olmasi i¢in embriyonun implante
olmas1 gerektigini, dolayisiyla VEGF ve reseptorlerinin erken embriyonik gelisim ve

endometriyum desidualizasyonunda rol oynayabilecegini 6ne stirmiislerdir (83).

Chakraborty ve arkadaslar1 yaptig1 bir calismada, VEGF ekspresyonunu peri-

implantasyon periyodu ( 1-8 giinler) boyunca fare uterusunda, Northen ve in situ
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hibridizasyon teknigini kullanarak incelemistir. In situ hibridizasyon deneylerinin
sonuglarina gore 1. ve 2. giinlerde limen epitelinde VEGF-mRNA birikimi
gosterilmistir. 3. giinde stromal hiicrelerde zayif, 4 giinde liimen epitel hiicreleri ve
subepitelyal stromadaki hiicrelerde VEGF-mRNA birikimi g6zlemlenmistir.
Devaminda 5. ve 7. giinlerde de bu mRNA’nin varligt tam anlamiyla
kesinlestirilmistir. Ilk baglanma reaksiyonundan sonraki 5. giinde blastosisti
cevreleyen limen epiteli ve stromal hiicrelerde VEGF-mRNA  birikimi
sergilenmistir. 6 ve 8. giinlerdeki birikimin, desidual tabakadaki hiicrelerde hem
mezometrial hem de antimezometrial alanda olustugu goriilmiistiir. Embriyonun ise
8. giinde VEGF-mRNA’y1 trofoblast dev hiicrelerinde biriktirdigi gézlemlenmistir.
Cikan sonuglar VEGF’nin, implantasyon sirasinda uterusta meydana gelen artmis
vaskiiler gecirgenlik ve/veya anjiyogenesize katildigini, dahasi trofoblast ayriminda
ve istilada, ayrica desidualizasyon ve plasentasyonda yer aldigini diisiindiirmektedir

(15).

Zhang ve arkadaglart VEGF’nin fare embriyosunda ‘“‘implantasyon
penceresindeki” ekspresyonunu ve fonksiyonunu immunfloresans teknigini
kullanarak arastirmiglardir. Arastirmacilar, gebeligin 4. giiniindeki fare uterus
kornusu igerisine VEGF antikoru enjekte edip 8. giinde implante olmus embriyo
miktarin1 ve epitel hiicre blastosistin yapisma yilizdesini kontrol grubu ile
karsilastirmislar ve VEGF enjeksiyonunun, implante olan embriyo miktarmi ve
blastosistin uterus epitel hiicrelerine yapisma yiizdesini kontrol grubuna gore dnemli
derecede azalttigim1  bildirmigledir. Bu bulgular VEGF’nin fare embriyo
implantasyonu i¢in gerekli sitokinlerden biri oldugunu gostermistir. Buna bagimh
olarak maternal-fetal etkilesimini diizenlemek ve blastosist implantasyonunu

kolaylastirmak i¢in arabulucu olarak gorev yapabilecegi diislintilmiistiir (86).

Karuri ve arkadaslar1 sican uterusunun erken prodstrus, prodstrus, dstrus ve
didstrus  asamalarindaki  VEGF  ekspresyonunu, in situ  hibridizasyon,
immunohistokimya ve Western Blot analiz teknikleri ile incelemislerdir. In situ
hibridizasyon teknigi ile VEGF-mRNA ekspresyonunun, prodstrus sirasinda uterus
liimen epiteli ile sinirli oldugu, ancak Ostrus siliresince stromal bolmeye kayrildig

gosterilmistir. Immunohistokimyasal boyama teknigi ile immunreaktif VEGF
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proteini esas olarak liimen epitelinde ve kismende Ostrus siklusunun degisik
evrelerindeki bez epitelinde tespit edilmistir. Stroma ve myometriyumda higbir
boyanma tespit edilmemistir. Liimen epitelindeki boyanmanin erken prodstrus ve
proostrus sirasinda daha hafif, Ostrus siklusunun daha sonraki bdliimlerinde ise
azaldig1 gozlemlenmistir. Didstrus sirasinda uterus endometriyumunun herhangi bir
boliimiinde VEGF proteininin boyanmasi saptanmamistir. Western Blot analizine
gore ise uterustaki VEGF proteininin, erken prodstrus ve prodstrus sirasinda
saptandig1 ve Ostrus evresi sirasinda maksimum seviyeye yiikseldigi gozlemlenmistir.
Bu sonuglara gore, VEGF-mRNA’sinin 0strus siklusu sirasinda sigan
endometriyumunun farkli kompartimanlarinda ekspre edilebilecegi gézlemlenmistir.
Ayrica prodstrus ve Ostrus ile iligkili olaylar VEGF i¢in mRNA sentezini

baslatabilecegi diisiiniilmiistiir (41).

VEGF ler spesifik olarak VEGF reseptor-1, 2, 3 gibi alicilarla etkin hale gelir
(71). VEGF-A, VEGFR-1 ve VEGFR-2’yi aktive ederek anjiyogenesizi ve vaskiiler
gecirgenligi diizenler. VEGF-C / VEGF-D ve bunlarin reseptorii olan VEGFR-3
cogunlukla lenfanjiyogenesizi diizenler (69). Gen hedefleme calismalari her 3
VEGFR geninin embriyonik vaskiilarizasyonun normal gelisimi i¢in esansiyel
oldugunu gostermistir. Ancak bu ii¢ reseptdriin endotelyal hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasindaki rolleri birbirinden farkli gibi diisliniilmektedir. VEGFR-1 ve
VEGFR-1 agisindan eksik olan fareler embriyo halinde iken 8.5 -9.5. giinler arasinda
Olmiistiir. Embriyonik alanlarda endotel hiicreler gelismis ancak bu hiicreler normal
vaskiiler yapida gelisim gostermemistir. VEGFR-3 acisindan eksik olan fareler
embriyo halinde iken 9.5. giinde Olmiistiir. Bu farelerde vaskiilogenezis ve

anjiyogenezis ger¢eklesmis fakat kalp yetmezligi sekillenmistir (12).

VEGF, ovaryum, uterus ve embriyoda aktiftir ve bu yapilarin herhangi
birinde VEGF fonksiyonunun inaktivasyonu normal gebelik gelisimini
engelleyebilir. Buna bagli olarak, Douglas ve arkadaslar1 desidual anjiyogenesizin,
VEGF reseptorleri araciligiyla hareket eden VEGF tarafindan diizenlendigini ve
farelerde erken gebelik sirasinda rol oynayan VEGFR-2’nin  &nemini
immunohistokimya ve immunfloresans teknigi ile arastirmistir. Bu ¢alismaya gore,

VEGFR-2, 3,75. gebelik haftasinda spesifik antikorlarla bloke edildiginde desidual
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anjiyogenez ve hiicre ¢ogalmasi 6nemli Ol¢iide azalmistir. Gebeligin 6.giinii 6,5.
saatte VEGFR-2’ye kars1 antikorlarin uygulanmasinin embriyo gelisimi {izerinde
hicbir etkisi olmamustir. Dolayisiyla farelerde implantasyon Oncesi dénemde
anjiyogenezisin esas olarak, VEGF ve VEGFR-2 ile diizenlendigi gézlemlenmistir.
Dahas1 bu siire zarfinda anjiyogenezisteki bozukluklarin, VEGF nin VEGFR-2’ye
baglanmasindan sonra baglatilan sinyal yollarinin islev bozukluguyla ilgili oldugu

distintilmustiir (20).

Ovariektomize edildikten sonra Ostrojen ve progesteron verilmek suretiyle
maymunlarda yapilan bir arastirmada, suni menstrual siklus olusturduklari
endometriyumda VEGF, VEGFR-1 ve VEGFR-2 mRNA ekspresyonunu
degerlendirmek iizere in situ hibridizasyon teknigini kullanmislardir. Proliferatif
endotel hiicreleri, KI-67 antijenini ve willebrand faktoriinii saptayan gift
immunohistokimya prosediirii ile arastirilmistir. Elde edilen veriler VEGF
ekspresyonunun erken proliferatif fazda limen epitelinde, orta proliferatif fazda
stromada, ge¢ sekretor fazda bezlerde arttigin1 gostermistir. Menstruasyonu
baslatmak i¢in progesteronun ¢ekilmesinden (adet dncesi) bir ve iki giin sonra VEGF
mRNA seviyesinin, endometriyal b6lgedeki bezler ve stromada arttig1 goriilmiistiir.
Bu VEGF’nin menstrual siklusta rol oynayabilecegi yoniindeki Oneriyi
desteklemistir. Postmenstrual onarim evresi sirasinda iyilesen yiizey epitelinin hemen
altindaki kii¢iik damarlarda VEGFR-1 ve VEGFR-2 sinyallerinin giiclii artis1 ile
birlikte, VEGF mRNA ekspresyonunda ¢arpici bir artig oldugu gézlemlenmistir. Bu
sonuglara gore endometriyum iyilesmesi ve rejenerasyon ile iligkili erken anjyogenik

siireclerde VEGF nin etkili oldugu diistiniilmiistiir (54).

Sugino ve arkadaslart VEGF ve reseptorleri (fms benzeri tirozin kinaz (flt-1)
ve kinaz ekleme alani igeren bolge (KDR)) icin gebeligin erken donemlerinde abort
yapan kadinlarin, Ostrojen ve progesteron verilen hastalarin, normal menstrual
siklusta olup myom varligindan dolayr histeroktomi yapilan hastalarin
endometriyumunu immunohistokimya teknigi kullanarak arastirmiglardir. Orta
salgilama evresinde VEGF immun boyamasinin hem bez epiteli hemde stromal
hiicrelerde en yiiksek yogunlukta oldugu, boyama yogunlu§unun premenstrual

evrede azaldigi, Ostrojen ve progesteron alan hastalarda desidualizasyon ile birlikte
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stromal hiicrelerde ve erken gebeligin desidual hiicrelerinde giiglii oldugu
gozlemlenmistir. Tim bu sonuglara gore VEGF ve reseptorlerinin implantasyonda,
vaskiiler permeabilite artisinda gebeligin devaminda ise desiduada vaskiiler ag

olusumunda 6nemli rol oynayabilecegi Ongoriilmiistiir (72).

Akbalik ve arkadaslar1 VEGF ve reseptorleri ile vaskiiler endotelyal biiyiime
inhibitoriiniin (VEGI) fizyolojik rollerini daha iyi anlamak i¢in, immunohistokimya
teknigini  kullanarak andstrus sican uterusunda bu faktorlerin  hiicresel
lokalizasyonunu arastirmistir. Andstrus siiresince sigan uterusunda limen ve bez
epitel hiicreleri, stroma ve diiz kas hiicreleri ile damarlarin endotel ve diiz kas
hiicrelerinin  VEGF ve reseptorleri ile pozitif immunreaksiyon gosterdigi
belirlenmistir. Sonug¢ olarak VEGF ve reseptorleri ile VEGI’nin olasi bir genital

siklus hazirliginda fonksiyonel bir role sahip olabilecegi belirlenmistir (3).

Sican uterusunun dogum sonrast involusyon periyodunda Dbiiyiime
faktorlerinin, anjiyojenik siireclerin dilizenlenmesinde rol oynayip oynamadigi
bilinmemektedir. Bununla ilgili olarak Sags6z ve arkadaslar1 postpartum involusyon
periyodu sirasinda, sican uterusunda, VEGF reseptorleri ve ligandlarinin
ekspresyonunu, immunohistokimyasal yontem ile arastirmustir. VEGF
immunreaktivitesinin postpartum’un 1, 3 ve 5. giinlerinde liimen epitel hiicrelerinin
apikal zarinda kuvvetli oldugu ve bu hiicrelerin sitoplazmik boyama yogunlugunun,
glandular epitel ve stroma hiicrelere gére daha fazla oldugu gozlemlenmistir ve
devaminda postpartum 10-15 giinlerinde de benzer oldugu fakat postpartum
ilerledikge azaldig1 One siirlilmiistiir. Buna bagli postpartum sirasinda stromal
hiicrelerdeki ve kan damarlarindaki VEGF ve reseptorlerinin varligi, farenin
uterusunda stromal tamir ve anjiyogenesizin diizenlemesinde yardimci olabilecegi

diistiniilmiistiir (64).

VEGF geni hem insanlarda hemde farelerde birkag VEGF izoformu iiretir.
VEGF;2; ve VEGFig5 insandaki en baskin izoformken VEGFi ve VEGFigs
farelerde baskindir (46). Ornegin Halder ve arkadaslar1 VEGFye4’iin fare uterusunda
baskin izoform olup olmadigini, ters transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu (RT-
PCR) teknigi ile arastirmistir. VEGF164 mRNA birikiminin primer olarak gebeligin 1.
ve 2. giinlerinde epitel hiicrelerinde meydana geldigi, 3. ve 4. ginlerde epitel
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hiicrelere ilaveten subepitelyal stromada da mRNA birikimi yaptig1 gézlemlenmistir.
VEGFi62 mRNA birikimi 5. giinde ilk baglanma tepkimesinden sonra blastosisti
cevreleyen liimen epiteli ve stromal hiicrelerde, 6. ve 8. gilinlerde ise hem
mezometriyal hemde anti mezometriyal alandaki desidual hiicrelerde
gbzlemlenmistir. Bu sonuglara gére VEGFjg,’lin implantasyon ve desidualizasyon
sirasinda  uterusta vaskiiler degisikliklere ve anjiyogenesize aracilik ettigi

kanitlanmistir (36).

VEGF-A farelerde erken gebelik sirasinda endometriyal vaskiilariteyi yeniden
modellendirmeye aracilik eder. Ornegin farelerin bir model olarak kullanildig
calismada erken gebelik sirasinda fare uterusundaki VEGF-A izoformlar1 ve
reseptorlerinin ekspresyonu Western blot analizi ve immunohistokimya teknikleri ile
Olgtilmiistiir. VEGF120 ve VEGFi64 izomerleri igin en diisik mRNA ekspresyonu
gebeligin 2. giiniinde gozlenirken, VEGF,0’nin gebeligin 2. ve 3. giinlerinde 6nemli
derecede arttign gozlemlenmistir. VEGF-A ve VEGF;ss mMRNA seviyelerinde
gebeligin 4. glinline kadar 6nemli bir artis gozlenmezken, 5 gilinde yiikseldigi
goriilmustiir. Segilen izoform ekspresyonunun endometriyal endotel hiicre
cogalmasiyla es zamanli olarak arttigi gozlemlenmistir. Bu artisin implantasyona
hazirlik saglamak {izere artan endometriyal anjiyogenesiz i¢in gerekli oldugu ve
VEGF-A’nin implante olan blastosist etrafinda meydana gelen vaskiiler yenilenmeyi

diizenledigi 6ne siirilmiistiir (77).

Son yillardaki ¢aligmalar incelendiginde, yapilan ¢alismalarin ¢ogunlugunun
VEGEF reseptorleri ve mRNA diizeyinde genellikle ostrus siklusu boyunca oldugu
gozlenmistir. VEGF ekspresyonunun gebe sigan dokularindaki
immunlokalizasyonuna iliskin ¢ok az ¢alisma mevcuttur. Bu alandaki ¢alismalara
katkida bulunmak amaciyla yapmis oldugumuz calismamizda, gebeligin erken
donemlerinde (0, 1, 3, 5 ve 7. gilinlerde) sigan uterus dokusunda VEGF
immunreaksiyonunu arastirdik ve gebeligin ilk ii¢ giinlinde immunreaksiyonun
uterus liimen ve bez epitellerinde, dzellikle sitoplazmada, subepitelyal ve az miktarda
endometriyal stromada, kapiller duvarinda ve myometriyumda lokalize oldugunu ve
5. glinde ilk baglanma reaksiyonunun baglamasiyla beraber immunreaksiyonun anti

mezometriyal alandan mezometriyal alana dogru primer desidual reaksiyon alanina
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yayildigin1 gozlemledik. Primer desdual reaksiyon alanindaki VEGF reaksiyonu
gebeligin 7. giiniinden itibaren mezometriyal alana dogru sekonder desidual

reaksiyon alaninda da belirginlesmisti.

Calismamizin sonunda, tiim bu bulgularin 1s18inda ge¢mis raporlarda da
belirtildigi gibi, vaskiilogenesiz silirecinde 6nemli rol oynayan VEGF’nin gebeligin
erken donemlerinde sigan uterus dokusunda vaskiiler degisiklik ve anjiyogenesiz
stirecinde etkili olarak, preimplantasyon, implantasyon ve desidualizasyon siirecinde

rol oynayabilecegini diisiinmekteyiz.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu tez calismasi ile gebeligin erken donemlerinde sigan uterus dokusunda
Vaskiiler Endotelyal Biiylime Faktorii’niin (VEGF) ekspresyonu
immunohistokimyasal teknik ile arastirilarak erken gebelikteki etkileri hakkinda yeni
bilgiler elde edilmeye calisilmistir. Bu amagla gebeligin 0, 1, 3, 5 ve 7. giinlerinde

alinan uterus doku 6rneklerinde VEGF immun boyamasi yapilmistir.

Quantitatif sonuglar elde etmek {izere sonraki ¢alismalarimizda Western Blot
ile destekleyebilecegimiz bulgularimiz; VEGF’nin erken gebelik esnasinda uterus
dokusundaki immun ekspresyonunu, bu biiylime faktoriiniin preimplantasyon,
implantasyon ve desidualizasyon siirecinde meydana gelen vaskiiler degisiklikler ve

anjiyogeneziste etkili olabilecegini gostermektedir.
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