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Ozet

Bu caligmada vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve reseptorleri ile vaskiiler endotelyal biiyiime
inhibitdriiniin (VEGI) fizyolojik rollerini daha iyi anlamak i¢in, immiinohistokimya kullanilarak andstrustaki sigan
uterusunda bu faktorlerin hiicresel lokalizasyonu arastirildi. Caligmanin materyalini 10 adet disi sigan olusturdu.
Uterustan elde edilen doku &rnekleri rutin histolojik islemler i¢in % 10'luk formaldehitte tespit edildi. Andstrus
siiresince si¢an uterusunda luminal ve bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas hiicreleri ile damarlarin endotel ve diiz
kas hiicrelerinin VEGF ve reseptorleri ile pozitif immunreaksiyon gosterdigi belirlendi. Bununla beraber luminal ve
bez epitel hiicresinin flk1 i¢in, ayn1 sekilde stromal hiicrelerin de flt4 i¢in immunoreaktivite gostermedigi izlendi.
Sonug olarak VEGF ve reseptorleri ile VEGI'nin olasi bir genital siklus hazirliginda fonksiyonel rollerinin olabilecegi
belirlendi.

Anahtar Sozciikler: Anostrus, Sican, Uterus, VEGF, VEGI

The Distribution of Vascular Endothelial Growth Factor and its Receptors with

Vascular Endothelial Growth Inhibitor in Rat Uterus during Anestrus

Summary

In this study, to gain a better understanding of the physiological roles of vascular endothelial growth factor (VEGF)
and its receptors with vascular endothelial growth inhibitor (VEGI), were investigated cellular localization of these
factors in the rat uterus during anestrus by immunohistochemistry. For this study, 10 female rats were used. Tissue
samples from uterus were fixed in 10% formaldehyde for routine histological processing. Positive immunoreaction
for VEGF and its receptors with VEGI was determined in the luminal and gland epithelial cells, stromal, smooth
muscle cells and endothelial and smooth muscle cells of blood vessels in the rat uterus during anestrus. However,
luminal and gland epithelial cells did no exhibit flkl immunoreactivity and also stromal cells for flt4. As a result,
VEGF and receptors with VEGI might be a functional roles in the preparation for a possible reproductive cycle.
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Giris

Disilerde seksiiel siklusun baslamasi ile
bag dokuda, kan damarlar1 ve uterus bezlerinin
genislemesini  igeren  birtakim  periyodik
degisiklikler olusur (1). Bu degisiklikler,
uterusun epitel hiicreleri ve stromasindan
salgilanan (epidermal biiyiime faktorii-EGF,
vaskiiler endotel biiyiime faktorii-VEGF v.s.)
lokal biiylime faktorleri arasindaki kompleks
etkilesim ve steroid hormonlar (6strojen,
progesteron v.s.) tarafindan diizenlenmektedir
().

Anjiyogenezis, genital siklus sirasinda
endometriyumda ¢ogalma ve yenilenmeyi
saglamakla kalmayip, ayni zamanda gebeligi
desteklemek i¢in  implantasyon sirasinda
endometriumun gelisimi ve farklilagmasi i¢in de

gereklidir (3). Anjiogenik molekiiller iginde en

onemlisi ve lizerinde en ¢ok durulan1 VEGF diir.

Basta VEGF-A (bir¢ok makalede VEGF olarak
isimlendirilen bilylime faktorii, aslinda VEGEF-
A’y1 tanimlamaktadir) olmak iizere VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, Plasental biiyiime
faktorii (PIGF) ve yilan zehiri VEGF’i (VEGEF-
F) olmak iizere yedi iyeden olustugu
bildirilmektedir (4). VEGF, aktivitesini ti¢
reseptor ile gergeklestirir. Tirozin kinaz
yapisinda olan bu reseptdrleri VEGF reseptor-1
(VEGFR-1, flt1), VEGF reseptor-2 (VEGFR-2,
flk1) ve VEGF reseptor-3 (VEGFR-3, flt4)’diir.
Bunlardan VEGFR-1 ve R-2 endotel hiicreleri
tizerinde, VEGFR-3 ise lenf damarlar1 {izerinde
bulunur. VEGF reseptorlerinin  aktivasyonu,;
fosfoinositol-3 kinaz, fosfolipaz-C ve ras GTPaz
aktivator proteinleri gibi bir dizi hiicre i¢i sinyal
iletim proteinini  fosforile ederek endotel
hiicrelerinin ¢ogalma, goc¢ ve farklilasmasina

neden olur (2, 5).

VEGF ve iki reseptorii fltl ve flk1’in
endometriumdan,  desidual  dokudan  ve
trofoblastlardan ekspresse oldugu insanlarda (6),
koyunlarda (7) ve domuzlarda (8) gosterilmistir.
Ilk olarak insan umblikal ven endotel
hiicrelerinden identifiye edilen vaskiiler endotel
biiylime inhibitoriinin  (VEGI) ise, erigkin
dokularmin ¢ogunda damarlasmanin dengeli
devamlilig1 icin fizyolojik bir role sahip oldugu
vurgulanirken Ornegin erigskin sigir aortik ve
pulmoner arter endotel hiicrelerinde biiyiimeyi
sinirlandirdigi  ve apopitoza neden oldugu
bilinmektedir (9, 10).

Yapilan literatiir taramalarinda,
anostrustaki  sican uterusunda VEGF ve
reseptorleri (fltl, flkl ve flt4) ile ilgili yeterli
bilgiye rastlanilmamasi, buna karsin VEGI’ne
iliskin herhangi bir bilgiye ulagilamamis olmasi,
bu calismanin planlanmasinda etkili olmustur.
Bu c¢alisma, andstrus donemindeki siganlarin
uterusunda VEGF ve reseptorleri ile VEGI niin
hiicresel lokalizasyonlarini ve olasi fizyolojik
rollerini ortaya koymak, ayni zamanda konu ile
ilgili literatiire katki saglamak amaciyla
tasarlandi.

Materyal ve Metot
Deney Hayvanlari

Bu calisma Dicle Universitesi Deney
Hayvanlar1 Yerel Etik Kurulu (DUHADEK)
tarafindan onaylanmstir (karar sayis1 2005-40).

Calismada, ortalama agirliklar1 220-
250 gr olan erigkin, 10 adet disi Spraque-
Dawley cinsi siganlar kullamldi. Deneye
reprodiiktif fenomenlerden biri olan Lee-Boot
(11) etkisine (birlikte barindirilan disi sigan
gruplarinda  anéstrus  gozlenmesi)  sahip

hayvanlar secildi. Siganlar Dicle Universitesi
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Prof. Dr. Sabahattin PAYZIN Saglik Bilimleri
Aragtirma ve Uygulama Merkezi (DUSAM)
Miidirliigi'nden temin edildi. Hayvanlar,
calisma siiresince 21°C oda 1sisinda 12 saat
aydmlik ve 12 saat karanlikta barindirilirken ad
libitum olarak beslendiler.
Histolojik analiz

Hayvanlara, 60 mg/kg ketamin
hidrokloriir ve 5 mg/kg ksilazin hidroklorit
periton i¢i enjekte edilerek genel anestezi
sagland1 ve uteruslar1 diseke edilerek disar1
alindi. Uterusun sag ve sol kornularindan kii¢iik
parcalar almarak %10 notral formalin
solisyonunda 24 saat fikse edildi. Fiksasyonu
takiben dokular bir dizi metil benzoat, benzol ve
kademeli alkol serilerinden gegirilip parafin
icine gomiildii. Hazirlanan parafin bloklardan 5
mikrometre kalinliginda seri kesitler alindi. Bu
kesitlerden birincisi histolojik incelemeler igin
normal lama digerleri ise 3-aminopropyl-
triethoxysilane (APES) ile kaplanmig adhesivli
lamlara alindi. Normal lamlara alinan kesitler
Crossman’in ig¢lii boyamasi ile boyandi ve
uterusta andstrusa bagl histolojik degisiklikler
belirlendi (12).
immunohistokimyasal boyama

Parafin bloklardan adhesivli lamlara 5
pum kalinligindaki kesitlere, Zymed Histostain
Plus Bulk Kit (code: 85-9043, Histostain Plus
Bulk Kit, Zymed, South San Francisco, CA,
USA)  kullamlarak  streptavidin-peroxidase
immunohistokimyasal yontemi uygulandi (13).
Deparafinizasyon ve rehidrasyonu takiben
kesitler, metanolde hazirlanmis % 3’lik
H>O’de 20  dakika  silireyle  tutularak
endoperoksidan  aktivite  engellendi  ve
preparatlar 5 dk 0.01M phosphate buffer saline
(PBS)’de iki kez yikandi. Yikamadan sonra,

antijen retrieval islemi i¢in sitrat tamponu (0.01

M, pH 6.0) hazirlanarak 30 dk siireyle 95 °C’de
kaynatildi ve sogumaya birakildi. Kesitler
spesifik olmayan boyanmay: o6nlemek iizere
protein blocking cozeltisi (Ultra V Block) ile
oda 1sisinda 15 dk. inkiibasyona birakildi.
Hemen ardindan kesitler, 4 °C’de 1:200
seyreltme ve 20 saat boyunca VEGF’ne karsi
fare monoklonal antikor (Santa Cruz
Biotechnology, sc-53462), flt-1’e karsi tavsan
poliklonal antikor (Santa Cruz Biotechnology,
sc-316), flk-1’e karsi fare monoklonal antikor
(Santa Cruz Biotechnology, sc-6251), flt-4’¢
kars1 tavsan poliklonal antikor (Santa Cruz
Biotechnology, sc-321), VEGI’'ne karsi tavsan
poliklonal antikor (Santa Cruz Biotechnology,
sc-32945) ile inkiibe edildi. Inkiibasyon
periyodunun bitiminde 5 dk boyunca 0.01M
PBS’de dort kez yikanan preparatlar, oda
isisinda 20 dk boyunca biotinlenmis sekonder
antikor ile inkiibe edildi ve yine 5 dk boyunca
0.01M PBS’de dort kez yikandi. Daha sonra
preparatlar, 20 dk. siire ile streptavidin
peroksidaz soliisyonuna etkin birakildi ve son
kez 5 dk boyunca 0.01M PBS’de dort kez
yikandi. Reaksiyonu gorsellestirmek i¢in AEC
kromojen soliisyonu kullanilan kesitler {izerine
akoz yapistirict (Aqueous mounting medium)
damlatilip lamelle kapatildi ve zemin boyamasi
icin Gill hematoksilende 2-3 dk. tutuldu.
Boyanmalarin saglamasinda negatif kontroller
kullanildi ve bu kontrollerde primer antikor
yerine PBS kullanilarak inkiibasyon saglandi.
Boyamalar sonrasi preparatlar Nikon-Eclipse
400 dijital fotograf makinesi atagmanh
incelenerek

aragtirma mikroskobunda

fotograflandu.
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immunohistokimyasal boyanma sonuclarinin
degerlendirilmesi

Immunohistokimyasal boyanma, yogunluk

zayif, (++) orta ve (+++) giicli seklinde
degerlendirildi. Seri Kesitlerde, 40x objektif
biiylitmede gelisi giizel secilen ti¢ farkli bolgede

skoru kullanilarak yar1  kantitatif —olarak 100 adet luminal epitel ve bez epitel hiicresi,

degerlendirildi  (14). Yogunluk skorunda, stromal ile diiz kas hiicresi degerlendirildi.

hiicrelerdeki pozitif boyanmalar (-) negatif, (+)
Bulgular

Andstrus siiresince uterusta luminal ve bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas hiicreleri ile kan
damarlarinin endotel ve diiz kas hiicrelerinde VEGF ve reseptorleri (fltl, flkl ve flt4) i¢in pozitif
sitoplazmik boyanmalar elde edildi (Tablo 1).
Tablo 1. Andstrustaki sican uterusunda vaskiiler endotel biiyiime faktorii ve reseptorleri ile vaskiiler

endotel biiylime inhibitdriiniin yar1 kantitatif skoru.

Uterus katmanlari VEGF Fltl Flk1 Flt4 VEGI
Luminal epitel +4/+++ ++/+++ = + +/++
Bez epiteli +H/+++ ++/+++ - + ]+
Stroma ++/+++ ++/+++ +++ + -

Kas doku +++ +H/+++ + +4++ 4+

Uterusun luminal ve bez epitel hiicreleri ile stromal hiicrelerinin diiz kas hiicrelerine gére VEGF
icin daha giiclii bir sitoplazmik immunoreaktivite gosterdigi dikkati ¢ekti. Bunun yaninda luminal ve bez
epitel hiicrelerinde VEGF immunoreaktivitesinin apikal kisimda lokalize oldugu saptandi. Flt1’in luminal
ve bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas hiicreleri ile damar endotel ve diiz kas hiicrelerinde reaksiyon
yogunlugunun orta siddetten giiglii siddete dogru farkli ve 6zellikle de niikleer oldugu goriildii. Luminal
ve bez epitel hiicrelerinde farkli bir bulgu olarak da flkl immunoreaktivitesi gézlenmezken stromal
hiicrelerde gii¢lii sitoplazmik boyanmanin olusu dikkat ¢ekti ve damar endotelinde de benzer sekilde flk1

ile pozitif boyanma gozlendi (Sekil 1).

Sekil 1. Andstrus siiresince si¢an uterusunda VEGF, fltl ve flk’in lokalizasyonu, AEC kromojen.
1, luminal epitel; s, stroma; b, bez epiteli; d, kan damarr; k, diiz kas hiicreleri; ok, pozitif luminal ve bez

epitel hiicresi; okbasi, pozitif stromal hiicreler.
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FIt4, luminal ve bez epitel hiicreleri ile stromal hiicrelerde ¢ok zayif bir immunoreaktivite

gosterirken pozitif immunreaksiyonun daha ¢ok diiz kas hiicrelerinde yogunlastig1 ve reaksiyon siddetinin

giiclii oldugu dikkati ¢ekti. VEGI igin pozitif immunoreaktivite luminal epitel ile bez epitel hiicrelerinde

apikal sitoplazmada iken diiz kas hiicrelerinde giiglii sitoplazmik boyanmanin oldugu belirlendi. Buna

karsin stromal hiicrelerde immunoreaktivitenin bulunmadig: dikkati gekti (Sekil 2).

e,

400 g
e

Sekil 2. Anostrus siiresince sigan uterusunda flt4 ve VEGI’nin lokalizasyonu, AEC kromojen. 1, luminal

epitel; s, stroma; b, bez epiteli; d, kan damari; k, diiz kas hiicreleri; ok, pozitif luminal ve bez epitel

hiicresi; okbasi, pozitif stromal hiicreler.
Tartisma ve Sonug

Erigkin memelilerde uterustaki
anjiogenezis’in, siklusta endometriumun
yenilenmesini, embriyo gelisimi ve
implantasyon ig¢in  kanlanmayr  arttirarak
gebeligin basarili bir sekilde devam etmesini
sagladigi  bildirilmigtir  (15). Disi genital
kanalindaki fonksiyonlar: sebebiyle VEGF ve
reseptorleri  (fltl, flkl, flt4) arastirmalarda
oncelik kazanmuistir.

Insan (6), domuz (8), sigan (16), rhesus
maymunlar1 (17, 18) ve kopekte (19) yapilan
calismalara benzer olarak sunulan ¢aligmada da

sigan uterusunda andstrus siiresince luminal ve

bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas hiicreleri
ile damarlarim endotel ve diiz kas hiicrelerinin
VEGF ve reseptorleri ile pozitif
immunreaksiyon gosterdigi belirlendi.
Kaczmarek ve ark. (8) domuz
uterusunda VEGF’nin stromal hiicreler ve
damarlarda reaksiyon yogunlugunun zayif,
luminal ve bez epitel hiicrelerinde ise luteal faz
stiresince  giliglii  oldugunu  gostermislerdir.
Ayrica Yi ve ark. (20) VEGF’nin Ostrustaki
hamsterlerin uterus epitel hiicrelerinde pozitif

reaksiyona, buna kargin stromal hiicrelerde

negatif reaksiyona sahip oldugunu, Winthera ve
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Dantzer (21) ise minklerde sadece bez epitel
hiicrelerinin pozitif reaksiyon verdigini ortaya
koymuslardir. Bununla beraber Wei ve ark. (18)
rhesus maymunlarinda ~ menstrual  siklus
stiresince VEGF boyanmasimin luminal ve bez
epitel hiicrelerinde, bazi1 immunosit benzeri
hiicrelerde, damarlarin endotel ve diiz kas
hiicrelerinde ~ immunreaksiyon  gdsterdigini
belirlemiglerdir. Bunun yaninda diiz kas
hiicrelerinde de zayif bir VEGF reaksiyonu
belirlemis ve bunun da siklus siiresince
degisken olmadigini bildirmiglerdir. Yapilan bu
calismada da maymunlardaki bulgulara benzer
sekilde VEGF immunpozitif luminal ve bez
epitel hiicrelerinin reaksiyon yogunluklarinin
diiz kas hiicrelerinden daha yiiksek oldugu
ortaya konmustur. Bu bilgiler 1s1ginda
VEGF’nin uterusta epitel hiicrelerindeki salgi
aktivitesi tizerinde roliiniin olabilecegi, olasi bir
Ostrus siklusu ile beraber gebelik ig¢in uygun
ortamin hazirlanmasina aracilik edebilecegi,
ayni zamanda VEGF’nin damar endotel ve diiz
kas hiicrelerinde c¢ogalma ve gocli uyararak
olas1 fizyolojik degisimleri tetikleyebilecegi
distinilmustir.  Bununla  beraber  sunulan
caligmada luminal ve bez epitel hiicrelerinde
gozlenen boyanmanin apikal kisma kaymis
olmasimin da, hiicrenin davramis1 ile ilgili
olabilecegi diigiiniilmektedir.

Cesitli  tirler  iizerinde  yapilan
aragtirmalar uterusta fltl, flkl ve flt4 pozitif
boyanan  hiicrelerin  say1 ve boyanma
yogunluklarinin hayvan tiirlerine ve seksiiel
siklus fazlarina gore degisim gosterdigini ortaya
koymustur (6, 8, 18, 20, 21). Yapilan bu
calismada sican uterusunda pozitif boyanan
hiicrelerin boyanma yogunluklarinin uterus
katmanlarina gore farklilik gosterdigi
belirlenmistir. ~ Ayrica  kopeklerde  (19)

bildirildigi gibi siganlarda da flt1 i¢in luminal ve
bez epitel hiicreleri, stromal ve diiz kas
hiicrelerinde boyanmanin oldugu saptanmistir.
Bunun yaninda boyanmanin &zellikle hiicrenin
cekirdeginde gozlenmesi, fizyolojik faaliyetlerin
bir  belirtisi  olarak  ¢ekirdek-sitoplazma
etkilesiminin iyi oldugunu disiindirmektedir.
Bununla beraber bazi ¢alismalarda (21)
bildirilenin aksine, sigan uterusunda flk1 pozitif
stromal hiicrelerinin boyanma yogunlugunun
anostrus siiresince giliglii yogunlukta oldugu
gOriilmiistiir. Bu durum, flk1’in stromal hiicreler
iizerinde fonksiyonel bir roliiniin oldugu, ayni
zamanda epitel hicrelerinde  reaksiyonun
olusmamasinda siganlarin inaktif dénemde
olmasi sebebiyle  fizyolojik  faaliyetin
gelismedigi seklinde yorumlanabilir. Bunlara ek
olarak sunulan ¢alismada sigan uterusunda flt4
immunpozitif diiz kas hiicrelerinin boyanma
yogunlugunun uterusun diger hiicre
katmanlarindan daha yiiksek oldugu
belirlenmistir. Bu durumda, flt4’tin
myometriumdaki  aktiviteye  giicli  katki
sagladigi  disiiniilmektedir. Tim  bulgular
is1ginda her ¢ reseptoriin nisbeten VEGF ile
benzerlik gostermesi sinerjik etkiye sahip
olduklarim1 ve olast bir genital siklus
hazirhiginda  ise  fonksiyonel  rollerinin
olabilecegini ortaya koymaktadir. Bununla
beraber degisen yogunluklardaki fltl, flkl ve
flt4 immunoreaktivitelerinin 6zellikle damar
endotel ve diiz kas hiicrelerinde gdzlenmesi,
cogalma ve goglin uyarildigini ve bdylece bu
damarlarda

faktorlerin fonksiyonel

degisikliklere neden oldugunu
diisindiirmektedir.

Yapilan literatiir taramalarinda uterusta
VEGI'nm etkilerine iliskin ¢cok az sayida bilgiye

rastlanmig  olup bu c¢alisma andstrustaki
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siganlarin uterusunda VEGI'nin
lokalizasyonuna iliskin ilk calismadir. Daha
once inek (2) ve kopek (19) uterusunda yapilan
calismalarda bildirildigi gibi bu caligmada da
epitel, diiz kas hiicreleri ile orta ve biiylik ¢apli
kan damarlarimin  endotel ve diiz kas
hiicrelerinde ~ VEGI  pozitif ~ sitoplazmik
reaksiyonlar dikkati cekti. VEGI
immunreaksiyonunun epitel hiicreleri ile kan
damarlarinda goézlenmesi, VEGI’'nin uterusta
olas1 bir patolojik olusumun engellenmesi ve
patolojik anjiogenesizin baskilanmasinda rol
oynayabilecegini  diisiindiirmiigtiir. ~ Bununla
beraber VEGI immiinoreaktivitesinin diiz kas
hiicrelerinde yogunlastigi dikkat c¢ekerken bu
durumun, VEGI’nin diiz kas hiicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasmin  baskilanmasinda  fizyolojik
roliiniin olabilecegini akla getirmistir.

Sonu¢ olarak, andstrustaki sican
uterusunda VEGF ve reseptorleri ile VEGI
ekspresyonunun hiicre tiplerine gore degisiklik
gosterdigi tespit edilmistir. Bu baglamda VEGF
ve reseptorlerinin sinerjik etkiye sahip olduklar
ve olasi bir genital siklus hazirliginda ise
fonksiyonel rollerinin olabilecegi soylenebilir.
Sigan uterusunda VEGI immunoreaktivitesinin
ise uterusta olast bir patolojik olusumun
engellenmesi  ve  patolojik  anjiogenesizin
baskilanmasinda rol oynayabilecegi sonucuna
varilabilir.  Ancak, anéstrustaki  siganlarin
uterusunda c¢alisilan  bu  faktorlerin - kesin
rollerinin aydinlatilmasi i¢in yeni g¢alismalara

ihtiya¢ duyulmaktadir.
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