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Kontrollii Ovaryen Hiperstimiilasyon
Uygulanmis Sicanlarda Sildenafil Sitratin
Endometriyum Reseptivitesinde Rol Oynayan
IGF-1 ve bFGF Ekspresyonlar1 Uzerine Etkisi

The Effect of Sildenafil Citrate on IGF-1 and
bFGF Expression Acting on Endometrial Receptivity in
Controlled Ovarian Hyperstimulated Rats

OZET Amag: Kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH) uygulanmis sicanlarda sildenafil sitratin (Ss) implantas-
yon pencere doneminde endometriyum reseptivitesinde rol oynayan faktorlerden insiilin benzeri biiyiime fak-
torii-1 (IGF-1) ve bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) ekspresyonlarina etkisini aragtirmaktir. Gereg ve
Yontemler: Calismamizda, ii¢ aylik 220-250 gram agirhginda Wistar albino disi siganlar kullanildi. Bunlar; Kon-
trol, KOH, Ss ve KOH + Ss gruplari olmak tizere dért gruba ayrildi. Sicanlar, gruplarina gére yapilan ii¢ giinlik
uygulamadan sonra dordiincii giin ¢iftlesmek {izere erkek siganlarla bir gece bir arada birakild1. Ertesi giin, vaji-
nal smearda spermatozoa goriilenler, gebeligin sifirinci giiniinde kabul edildi. Gebeligin ii¢, dort ve besinci giin-
lerinde bulunan sicanlar sakrifiye edildi. Uteruslari ¢ikarilip takipleri yapildiktan sonra immiinohistokimyasal
yontemle boyanarak kesitler degerlendirildi. Bulgular: Ugiincii giinde glandular epitelde en yogun IGF-1 immii-
noreaktivitesi, KOH + Ss grubunda, luminal epitel ile stromal hiicrelerde, Ss ve KOH + Ss gruplarinda saptanda.
Dérdiincii giinde luminal epiteldeki immiinoreaktivite, belirgin olarak Ss grubunda fazlayken besinci giinde lu-
minal epitel, glandular epitel ve stromal hiicrelerde en yogun IGF-1 immiinoreaktivitesi, Ss grubundaydi. En yo-
gun bFGF immiinoreaktivitesi, ii¢iincii giinde luminal epitelde ve stromal hiicrelerde Ss grubunda, glandular
epitelde Ss ve KOH gruplarinda belirlendi. Dérdiincii giinde luminal epiteldeki bFGF immiinoreaktivitesi, belir-
gin olarak Ss grubunda yogunken glandular epitel, stromal hiicreler, endotel ve miyometriyumda Ss ve KOH
gruplarinda belirgindi. Besinci giindeyse luminal ve glandular epitelde bFGF immiinoreaktivitesi, Ss grubunda yo-
gun olarak saptandi. Sonug: Bulgularimiz, sildenafil sitratin, siganlarda implantasyon pencere déneminde IGF-1
ve bFGF ekspresyonlarini etkileyerek hem implantasyon hem de desidualizasyonda rol oynadigini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Ovulasyon indiiksiyonu; endometriyum; insiilin benzeri bityiime faktorii I;
fibroblast bitytime faktorii 2; sildenafil; embriyo implantasyonu

ABSTRACT Objective: To investigate the effect of sildenafil citrate (Sc) on expressions of insulin like growth fac-
tor-1 (IGF-1) and basic fibroblast growth factor (bFGF) which are two of the factors taking part in endometrium
receptivity in implantation window period in rats which controlled ovarin hyperstimulation (COH) was per-
formed. Material and Methods: In our study, three months old, 220-250 gram weighted female Wistar albino rats
were used. Those were divided into four groups as control, COH, Sc and COH+Sc groups. Rats were put together
with male rats for copulation on the fourth day following administrations, lasting for three days according to the-
ir groups. Rats with spermatozoa in their vaginal smear the next day were accepted as on the zeroth day of preg-
nancy. Rats on the third, fourth and fifth day of pregnancy were sacrificed. Their uteruses were resected,
cross-sections were stained with immunohistochemical method and examined. Results: On the third day, the
most intensive IGF-1 immunoreactivity in glandular epithelium was detected in COH+Sc group, where as it was
detected in luminal epithelium and stromal cells in Sc and COH+Sc groups. While immunoreactivity in luminal
epithelium was significantly high in Sc group on the fourth day, the most intensive IGF-1 immunureactivity in
luminal epithelium, glandular epithelium and stromal cells was in Sc group on the fifth day. The most intensive
bFGF immunureactivity was detected in Sc group in luminal epithelium and stromal cells and in Sc and COH gro-
ups in glandular epithelium on the third day. On the fourth day, while bFGF immunoreactivity in luminal epit-
helium was significantly intensive in Sc group, it was prominent in glandular epithelium, stromal cells,
endothelium and myometrium in Sc and COH groups. On the other hand, bFGF immunoreactivity in luminal and
glandular epithelium was detected intensively in Sc group on the fifth day. Conclusion: Our results showed that
sildenafil citrate took part both in implantation and decidualization by affecting IGF-1 and bFGF expressions in
implantation window period in rats.

Key Words: Ovulation induction; endometrium; insulin-like growth factor I; fibroblast growth factor 2;
sildenafil; embryo implantation
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terusun i¢ kismini ddseyen endometriyum,
l | stirekli yenilenme dénemleri yasayan ve
gebelikte ¢cok 6nemli rol oynayan bir do-
kudur. Menstrual siklus siiresince 6strojene bagh
ovulasyon oncesi ¢ogalma fazi, progesterona bagh
ovulasyon sonrasi salgilama fazi ve progesteronun
diismesine bagh menstrual faz degisiklikleri goste-
rir.! Embriyo implantasyonu, pek ¢ok tiiriin iireme
faaliyetleri agisindan ¢ok kritik bir basamaktir. Ba-
saril1 bir implantasyon i¢in reseptif (alic1) endo-
metriyum, gelisiminin blastosist evresinde olan
normal ve fonksiyonel bir embriyo ile birlikte ma-
ternal ve embriyonik dokular arasinda es zamanlh
bir etkilegsim olmalidir.?

Implantasyon, uterusun luminal epiteliyle ser-
best yiizen blastosist evresindeki embriyonun kar-
s1 karsiya gelmesiyle baglar (apozisyon), kisa zaman
sonra blastosist endometriyuma nazikge yapisir
(adezyon) ve sonra trofoblastlar luminal epitel bo-
yunca go¢ edip endometriyumun altina gomiiliir
(invazyon).? Blastosistin endometriyuma implan-
tasyonu, sadece diizenli bir menstrual siklusun yir-
mi ile yirmi dérdiincii glinleri arasinda, kendini
sinirlayan bir zaman diliminde gergeklesir ve bu
donem, implantasyon penceresi olarak adlandiri-
lir.*> implantasyon pencere dénemi plazma mem-
bran doéniisiimii, bazi 6zel adezyon molekiilleri,
kemokinler, sitokinler, bliylime faktorleri, hor-
monlar, homeobox genleri, prostaglandinler, ser-
best radikaller ve hiicre digt matriksi yikan
enzimler gibi pek ¢ok faktoriin rol aldig1 endomet-
riyumdaki morfolojik ve biyokimyasal degisiklik-
lerle karekterizedir.®?

Insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF)’ler,
mitojenik etkilerini dokularda otokrin ve parakrin
mekanizmalar iizerinden gerceklestiren biiyiime
faktorleridir.'® Hem IGF-I hem de IGF-II, implan-
tasyon Oncesi ve plasental gelisim i¢in 6nemli, dii-
zenleyici faktorlerdir. IGF-1, oosit olgunlagmasi ve
dollenme, erken embriyo gelisimi, implantasyon ve
fetal-plasental biiyiimeyi de iceren gebelikle ilgili
pek cok iglevde rol oynar.!'"'* Ayni1 zamanda, insan
endometriyumunda hiicre béliinmesi ve farklilag-
mast, endometriyum-trofoblast etkilesimi ve erken
gebeligin korunmasinda da 6nemli rol onar." Bir-
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cok tiirin uterus ve plasentasinda IGF sisteminin
cesitli liyelerinin yerel iiretimi, bir¢ok ¢alismada
rapor edilmistir.'¢!” Implantasyon oncesi evrenin,
kiiltiire edilen blastosistlerde gelisimi uyarmasi ve
fetal gelisim i¢in 6nemli oldugu gosterilmistir.'®!?
IGF-I ve IGF-II, pek ¢ok hiicre ve doku tipinin bii-
ylime, ¢ogalma, farklilasma ve metabolizmas: {ize-
rinde olduk¢a etkili bir faktorlerdir. Fetal ve
embriyonik bityimede IGF-I anahtar role sahip-
tir.20

Bazik fibroblast biiytime faktorii (bFGF), he-
parin-baglayan biiytime faktorii ailesi iiyelerinden
biri olup yetigkin dénemde bir¢ok dokuda ekspre-
se olur.?! bFGF nin hiicre ¢ogalmasi, farklilagmas:
ve embriyonik gelisimin kontroliinde 6nemli rolii
oldugu saptanmistir.”? bFGF, bir mitojen olarak fib-
roblast, endotel hiicreleri ve diiz kas hiicrelerinin
¢ogalmasin dogrudan etkiler.?! Ovaryen seks hor-
monlarina bagh olarak uterusun yeniden damar-
lanmasinda, dolayisiyla anjiogeneziste sorumlulugu
vardir ve kemiriciler, tavsanlar ve insan gibi pek
¢ok tiirlin endometriyumunda ekspesyonu (ifadesi)
saptanmugtir.”

Sildenafil sitrat (Ss), bir tip 5- spesifik fosfodi-
esteraz inhibitoriidiir ve cGMP’nin yikilimim 6n-
leyerek nitrik oksidin (NO) etkisini artirir.*
Sildenafil sitratin hayvanlarda disiik dozlarda kar-
diyovaskiiler parametreleri etkilemedigi gosteril-
migtir.”® Yillardan beri erkek erektil disfonksiyon
tedavisinde kullanilmasina ragmen kadinlardaki et-
kileri heniiz tam olarak belirlenmemistir. Yapilan
az sayidaki ¢alismada sildenafil sitratin uterus kan
akimim artirarak endometriyal gelisimi uyardigs,
vaginal yolla kullanimi sonras: gebelik oranlar dii-
stik kadinlarda yiiksek implantasyon oranlar elde
edildigi ve son olarak endometriyal kalinlig: arti-
rarak gebelik sansini yiikselttigi gosterilmigtir.+?627
Ancak, endometriyum reseptivitesindeki rolii bi-
linmemektedir.

Biz bu caligmamizda, kontrollii ovaryen hi-
perstimiilasyon (KOH) uygulanmis sicanlarda sil-
denafil sitratin implantasyon pencere doneminde
endometriyum reseptivitesinde (alirlik) rol oyna-
yan faktorlerden IGF-1 ve bFGF ekspresyonlarina
etkisini aragtirdik.

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(6)
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I GEREC VE YONTEMLER
DENEY HAYVANLARI VE GRUPLAR

Calismamizda, daha 6nce ¢iftlesmemis ve hig bir
deneye alinmamus, ti¢ aylik, 220-250 gr agirliginda
ve en az iki diizenli bes glinliik 6strus siklusu gegi-
ren toplam altmig adet Wistar albino disi sican kul-
lanildi. Hayvanlarin korunmas: ve kullanilmasi,
NIH rehberleri ve Enstitiit Hayvan Koruma ve Kul-
lanma Komitesi kararlar esasina gore yapildi. De-
neysel protokol i¢in Kocaeli Universitesi Hayvan
Aragtirmalar1 Etik Kurulunun onayi alindi.

Sicanlardan her giin ayni saatte vajinal smear
alinarak ostrus siklus takibi yapildi. Aragtirmada
kullanilacak disi siganlar dort gruba ayrildi:

Kontrol (K) grubu (n= 15): Disi sicanlara de-
ney gruplarinda belirtilen giin ve saatlerde ayni
miktarda subkutan (sk) serum fizyolojik verildi.

Sildenafil sitrat (Ss) grubu (n= 15): Disi si¢an-
lara metostrus (birinci giin) ve didstrus evrelerinde
(ikinci ve tiglincii giin) saat 10.00 ve saat 16.00 da
giinde iki kez 60 mg/kg/giin (oral gavaj) sildenafil
sitrat (Viagra®) verildi.

Kontrollii ovaryen hiperstimiilasyon (KOH)
grubu (n= 15): Metéstrusdan itibaren ii¢ giin bo-
yunca saat 10.00 da: (GnRH antagonist (Cetrotide)
30 pg/100 gr agirlik (sk) ve saat 10.00 ile 16.00’da
rFSH (Puregon) 5U (sk) uygulandi. Dérdiincii giin
saat 16.00’da: hCG (Pregnyl) 5U (sk) uygulandi.

KOH + Ss grubu (n= 15): Met6strusdan itiba-
ren {i¢ giin boyunca saat 10.00’da: (GnRH antago-
nist (Cetrotide) 30 pg/100 gr agirlik (sk) ve
sildenafil sitrat 60 mg/kg/giin (oral gavaj); saat
10.00 ile 16.00’da rFSH (Puregon) 5U (sk) ve silde-
nafil sitrat 60 mg/kg/giin (oral gavaj) uygulandi.
Dérdiincii giin saat 16.00’da: hCG (Pregnyl) 5U (sk)
uygulanda.

Tiim gruplardaki sicanlar dordiincii giin saat
16.00 da disi/erkek orani 2/1 olacak sekilde bir ge-
ce kafeste birakildilar. Ertesi sabah vajinal smearda
spermiyum belirlenen disi sicanlar, gebeligin sifi-
rinc1 giiniinde kabul edildiler.

Her gruptan gebeligin ti¢iincii giintinde (n=5),
dordiinci giintinde (n=5) ve besinci giiniinde (n=
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5) hayvanlar eter anestezisi altinda uyutulup sak-
rifiye edilerek uteruslar1 ¢ikartild: ve %4 parafor-
maldehit icerisinde fikse edildi. Dokular, normal
doku takibi protokolii uygulandiktan sonra para-
finle blokland1. Bes pm kalinliginda alinan kesitle-
re IGF-1 ve bFGF antikorlarinin varligi ve
dagilimini gostermek i¢in immiinohistokimya tek-
nigi uygulandi.

Kesitler fotograf atagmanli Olympus BX50F
151k mikroskobuyla incelendi ve gruplar arasindaki
protein ekspresyonu farkliliklar: belirlendi.

IMMUNOHISTOKIMYASAL PROTOKOL

Lamlara alinan doku kesitleri, 55°C’de bir gece,
65°C’de bir saat bekletildi, deparafinizasyon ve de-
hidratasyon islemlerinden sonra distile suda ve fos-
fat tuzu tamponunda (PBS, pH: 7.2-7.4) yikandz.
Antijenik maskelenmenin giderilmesi i¢in kesitler
300 ml sodyum sitrat tamponu (0.01M, pH: 6.0, 978
ml dH20O iginde 2.94 gr tri-sodyum sitrat ve 22 ml
HCI) i¢inde mikrodalga firinda iki kez ticer dakika
750W’da islem gordii. Firin disina alinan kesitler,
PBS’den gegirildi ve hidrojen peroksid (Biogenex
HK 111-5K, %?3) ile muamele edildi. PBS’de yika-
nan kesitler IGF-1 (NHP) ve bFGF (F3393, Sigma)
primer antikorlariyla oda 1s1sinda ve nemli ortam-
da bir gece inkiibe edildi. PBS’den gegirilen kesit-
lere sirasiyla 30’ar dakika biyotinli sekonder
antikor (Histostain-Plus Kit, 85-9943, Zymed) ve
streptavidin-peroksidaz kompleksi (Histostain-Plus
Kit, 85-9943, Zymed) uygulandi. PBS’den gegirilen
kesitler, 3,3’ diaminobenzidine tetrahydrochloride
(DAB-Kit, 00-2020, Zymed) ile 2-5 dakika islem
gordii. Distile suyla yikanan kesitlerin takipleri ya-
pilarak kapatma soliisyonuyla kapatildi. immiino-
histokimyasal kontrol kesitlerine primer antikor
uygulanmayip stire boyunca sadece PBS’de bekle-
tildi.

ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Kesitlerde immiinoreaktivite (IR) gésteren bélge-
lerin degerlendirilmesi birbirinden bagimsiz iki
histolog tarafindan korlemesine yapildi. Olympus
marka mikroskopta x 400 bityiitmede her kesit i¢cin
bes alanda immiinoreaktivite yogunlugu incelendi.
Boyanmanin olmamasi (-), zayif boyanma (+), ilim-
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I1 boyanma (++), yogun boyanma (+++) olarak de-
gerlendirildi.

Immiinoreaktivitenin istatistik degerlendir-
mesi paket istatistik programinda Wilcox Rank
Sum testi uygulanarak yapildi. Istatistiksel nem-
lilik P< 0.05 olarak alinda.

I BULGULAR
IGF-1 IMMUNBOYAMA BULGULARI (TABLO 1)

Kontrol grubunda, ti¢lincii giin (Resim 1a) ve dor-
diincii ginde luminal epitelde (LE) IR gozlenmez-
ken  stromal  Thiicrelerde, endotelde ve
miyometriyum uzunlamasina tabakasinda zayif IR
gozlendi. Glandular epitelde (GE) {i¢iincii giinde
genelde R saptanamadi, sadece ¢ok az bezin bazal
yiizeyinde ¢ok zayif IR gozlenirken dordiincii giin-
de zayif sitoplazmik IR saptandi. Besinci giinde LE-
de apikal yiizeyde ve sitoplazmada ilimh IR
belirlenirken GE’de sitoplazmada 1liml1 IR saptan-
d1. Stromal hiicrelerde ve miyometriyumun uzun-
lamasina tabakasinda zayif IR gozlenirken

endoteldeki IR ilimliydi (Resim 1b).

Sildenafil sitrat grubunda, ii¢lincii giin (Resim
1c) ve dordiincii glinde LE’de apikal ylizeyde 1lim-
I1, sitoplazmada zayif IR saptandi. GE’'de ve miyo-
metriyumun uzunlamasina tabakasinda {igiincii
giinde zayif olan IR’nin dérdiincii giinde arttig1 be-
lirlendi. Stromada 6zellikle miyometriyuma yakin
stromal hiicrelerde ve endotelde {i¢lincii ve dor-

diincii giinlerde 1imhi IR saptandi. Besinci giinde
(Resim 1d) LE ve GE'de yogun sitoplazmik IR be-
lirlendi. Stromada bazalden yiizeye kadar tiim stro-
mal hiicrelerde yogun IR saptanirken, endotelde ve
miyometriyumda uzunlamasina tabakada iliml IR
saptandi.

KOH grubunda, iigiincii giinde (Resim 1e) LE’-
de boyanma goézlenmezken, dérdiincii ve besinci
giinlerde (Resim 1f) apikal yiizeyde ve sitoplazma-
da zayif IR gozlendi. GE'de sitoplazmada ve stro-
mal hiicrelerde iiciincii giinde zayif olan IR,
dordiincii ve besinci giinlerde GE’de daha 1limliy-
ken stromal hiicrelerde dordiinctii giinde 1limli, be-
sinci glinde zayif olarak belirlendi. Endoteldeki iR,
tiim giinlerde zayif olarak gézlendi. Miyometriyum
uzunlamasina tabakasinda iigiincii giinde IR goz-
lenmezken dordiincii giinde zayif, besinci giinde
ihimh IR belirlendi.

KOH + Ss grubunda, LE’de ii¢iincii giin (Resim
1g) ve besinci giinde (Resim 1h) apikal ylizeyde ve
sitoplazmada 1limli IR gozlenirken dérdiincii giin-
de zayif IR gézlendi. GE'de sitoplazmada tiim giin-
lerde 1liml1, endotelde zayif IR belirlendi. Stromal
hiicrelerde ve miyometriyumun uzunlamasina ta-
bakasinda iiiincii giinde zayif olarak saptanan IR,
dordiincii ve besinci giinlerde 1limh olarak saptan-
di.

IGF-1 i¢in primer antikor uygulanmayan im-
miinohistokimyasal kontrol kesitlerinde immiin-
boyanma gozlenmedi (Resim 1j).

TABLO 1: IGF-1 ve bFGF icin immin boyama yogunlugu.

3. giin
LE GE STR END MIYO LE
IGF Kontrol - - + + +
Ss ++ + + + + ++
KOH - + + + +
KOH+8s  ++  ++ ++ + + +
bFGF  Kontrol ++ + + + ++
Ss +H ++ + + +H+
KOH ++ o+t + + ++ ++
KOH+Ss  + + + + ++ ++

4. glin 5. glin

GE STR END MIYO LE GE STR END MIYO

+ + + + ++ ++ + ++ +
++ ++ + ++ et ++ ++
++ ++ + + + ++ + + ++
++ ++ + ++ ++ ++ ++ + ++

+ + + ++ ++ ++ ++ ++
++ ++ ++ ++ 4+ o+t ++ ++
++ ++ ++ ++ ++ + + + +

+ + + + ++ + ++ ++ ++

IGF: insiilin benzeri bilyiime faktdr; bFGF: Bazik fibroblast bilyime faktérii; LE: Luminal epitel; GE: Glandular epitel; STR: Stroma; END: Endotel;
MYO: Miyometrium; Ss: Sildenafil sitrat; KOH: Kontrollii ovaryen hiperstimulasyon.
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BFGF IMMUNBOYAMA BULGULARI (TABLO 1)

Kontrol grubunda, ti¢iincii giinde (Resim 2a) LE’de
yer yer apikal yiizey ve bazal membranda ilhimli IR
gozlenirken GE'de IR daha zayifti. Stromada 6zel-
likle bazal bolgede fazla olmak tizere stromal hiic-
relerde zayif IR saptandi. Damar endotelinde zayif
IR gozlenirken miyometriyumda IR gézlenmedi.
Dérdiincii ve besinci glinlerde (Resim 2b) LE mem-
braninda iliml IR devam ederken, GE’de dérdiin-
cii giinde zayif olarak saptanan IR, besinci giinde
ilimli olarak saptandi. Dérdiincii glinde stromal
hiicre ve endoteldeki zay:f IR benzerlik gosterir-
ken besinci giinde stromal hiicreler, endotel ve mi-
yometriyumun uzunlamasina tabakasinda ilimli IR
gozlendi.

Sildenafil sitrat grubunda, ti¢lincii giinde (Re-
sim 2c) LE’de yaygin sekilde yogun apikal ylizey ve
bazal membran IR gozlendi. GE’de ise, IR daha
ilimliydi. Stromada bazale yakin kisimda daha faz-
la olmak iizere, stromal hiicrelerde 1limli IR mev-
cuttu. Damar endotelinde ve miyometriyumun
uzunlamasina tabakasinda zayif IR gézlendi. Dér-
diincti ve besinci glinlerde (Resim 2d) LE’deki yay-
gin ve yogun boyanma devam ederken GE’de ilimh
IR gézlendi. Stromal hiicrelerin yani sira damar en-
dotel ve duvartyla miyometriyumda immiinboyan-
ma 1iml olarak izlendi.

KOH grubunda, iigiincii giinde (Resim 2e) LE’-
de 1limh apikal ytizey ve bazal membran boyan-
masi belirlenirken GE’de sadece bazal membranda
1liml1 IR gézlendi. Stromada bazal bélgede az say1-
da stromal hiicrede ve damarlarin endotelinde za-
yif IR gozlenirken, miyometriyumun uzunlamasina
tabakasinda ilimh IR gozlendi. Dérdiincii giinde LE
ve GE'deki IR iigiincii giin ile benzerlik gosterir-
ken, stromal hiicrelerde, endotelde ve miyometri-
yumun uzunlamasina tabakasinda iR, artmig olarak
izlendi. Besinci giinde (Resim 2f) LE’deki IR’nin
bazal membranda devam ederken apikal ylizeyde
kayboldugu, GE’de bazal membrandaki IR nin azal-
dig1 gozlendi. Stromal hiicrelerde, endotelde ve mi-
yometriyumun uzunlamasina tabakasinda yer yer
zayif IR belirlendi.

KOH + Ss grubunda, ti¢iincii giinde (Resim 2g)
LE ve GE'de zayif IR izlendi. Dérdiincii ve besinci

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(6)

giinlerde (Resim 2h) LE’de 1liml1 apikal yiizey bo-
yanmasl gozlenirken; GE’de zayif bazal membran
boyanmasi gozlendi. Ugiincii ve dérdiincii giinler-
de stromal hiicrelerde ve endotelde zayif IR izle-
IR daha
Miyometriyumun uzunlamasina tabakasinda ti¢iin-

nirken, besinci giinde ilimliyda.
cii ve besinci giinlerde iliml IR gozlenirken, dér-

diincii giinde IR zayift1.

bFGF i¢in primer antikor uygulanmayan im-
minohistokimyasal kontrol kesitlerinde immiin-
boyanma gézlenmedi (Resim 2j).

ISTATISTIK BULGULARI
IGF-1

Ugiincii giin LE ile stromal hiicrelerde en yogun
immiinoreaktivite Ss ve KOH + Ss gruplarindayken
(p< 0.001), GE’de KOH + Ss grubunda goriildii (p<
0.001). Endotelde IGF-1 IR, gruplar arasinda fark-
lilik gostermedi (p> 0.05). Dordiinci giin LE’ deki
IR belirgin olarak Ss grubunda yogunken, GE ve
stromal hiicrelerde en zayif IR kontrol grubunda
saptandi (p< 0.001). Endotelde IGF-1 IR gruplar
arasinda farklilik géstermedi (p> 0.05). Besinci giin
LE, GE ve stromal hiicrelerde en yogun immiino-
reaktivite Ss grubundayken, endotelde kontrol ve
Ss grubundaydi (p< 0.001). Miyometriumdaki IGF-
1 1R, en az kontrol grubundayd (p< 0.001).

bFGF

Uciincii giin LE ve stromal hiicrelerde en yogun IR
Ss grubundayd: (p< 0.001). GE’de Ss ve KOH grup-
larinda, miyometriyumda ise KOH ve KOH + Ss
gruplarinda en yogun IR saptand1 (p< 0.001). En-
dotelde bFGF IR, gruplar arasinda farklilik goster-
memekteydi (p> 0.05). Dérdiincii giin LE’deki IR
belirgin olarak Ss grubunda fazlayken (p< 0.001),
GE, stromal hiicreler, endotel ve miyometriumda
Ss ve KOH gruplarinda IR yogundu. Besinci giin
LE’deki en yogun IR Ss grubundayken, GE’'de kont-
rol ve Ss gruplarindayd: (p< 0.001). KOH grubun-
da stromal hiicreler, endotel ve miyometriumda
anlamli olarak zayif ekspresyon saptandi (p< 0.001).

I TARTISMA

Ureme tibbinda implantasyon bagarisizliklar: ha-
len ¢6ziillememis en 6nemli problemlerden biridir.
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RESIM 1: Uterusda implantasyon pencere déneminde IGF-1 immiinboyanmasi. Kontrol grubu Ugiincti giinde LE'de IR gézlenmezken GE’nin bazal yiizeyinde
iR goriilmektedir. Stromal hiicrelerde ve endotelde iR zayif olarak izlenmektedir (1a). Besinci giinde LE ve GE’de imli iR gézlenirken stromal hiicrelerde zayif,
endotelde 1limli IR gézlenmektedir (1b). Sildenafil sitrat grubunda tiiincii giinde LE'de apikal yiizeyde ilimli olarak saptanan IR, GE’de zayifken stromal hicrel-
erde ve endotelde ilimliydi (1¢). Besinci giindeyse LE ve GE'de yogun sitoplazmik IR saptanirken stromal hiicrelerde yogun, endotelde ilimli iR gériilmektedir
(1d). KOH grubunda iigtinci giinde LE'de IR saptanamadi. GE’de, stromal hiicrelerde ve endotelde zayif IR izlenmektedir (1e). Besinci glinde LE'de ve endotelde
zayif olarak izlenen IR, GE ve stromal hiicrelerde ilimli olarak izlenmektedir (1f). KOH + Ss grubunda iigiincti giinde (1g) ve besinci giinde (1h) LE ve GE'de
iimli IR gdzlenirken endotelde her iki giinde de IR zayifti. Stromal hiicrelerde iigiincii giinde zayif olarak saptanan IR, besinci giinde 1limli olarak saptanmistir.

Primer antikor uygulanmayan immunohistokimyasal kontrol kesitlerinde imminboyanma gézlenmemektedir (1j).
LE: luminal epitel; GE: glandular epitel; iR: imminoreakivite, IGF: insiilin benzeri bilyme faktérii; KOH: Kontrollii ovaryen hiperstimulasyon; Ss: Sildenafi sitrat.
— : LE boyanmasl; — : GE boyanmas; A : Stromal hiicre boyanmasl; 4 : Endotel boyanmas!.

Implantasyon basarisizliklarinin yaklagik 2/3’{in-
den yetersiz uterin reseptivitenin, 1/3'iinden de
embriyonun sorumlu oldugu diistiniilmektedir.?®%

Fare ve siganlarda uterus hiicrelerinin gogal-
ma ve farklilagsmasini diizenleyen progesteron ve
Ostrojenin esgiidiimlii etkileri implantasyon pence-
resini olusturur. Gebeligin birinci giiniinde ovulas-
yon Oncesi Ostrojen salgisi etkisiyle uterus epitel
hiicreleri cogalmaya baglar. Yeni olusmus korpus
luteumdan salgilanan progesteron diizeyinin yiik-
selmesi, li¢lincii giinden itibaren stromal hiicre ¢o-
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galmasini baglatir. Stromal hiicrelerin ¢ogalmasi
dordiincti gebelik giiniinde ovaryumdan salgilanan
az miktarda Ostrojenle daha da uyarilir. Progeste-
ron ve dstrojenin bu esgiidiimlii etkileri uterus epi-
tel hiicre ¢cogalmasinin durmasina ve farklilagma-
nin baglamasina yol agar.®

Normal gebelik sirasinda fare uterusunda aktif
blastosist varligi, implantasyon i¢in uyaricidir. Tu-
tunma islemi dordiincii giintin sonunda baslar, ar-
dindan implantasyon asamasindaki blastosisti
cevreleyen stromal hiicreler yaygin sekilde ¢cogalip

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2010;30(6)



Histology and Embryology Filiz et al

RESIM 2: Uterusda implantasyon pencere déneminde bFGF immiinboyanmasi. Kontrol grubunda ilincti ginde LE'de hmli iR gdzlenirken GE'de stromal
hiicrelerde ve endotelde zay!f iR gozlenmektedir (2a). Besinci giinde LE, GE, stromal hiicreler ve endotelde ilimli iR saptanmistir (2b). Sildenafil sitrat grubunda
liglincii giinde LE'de yogun IR gériilirken GE'de ve stromal hiicrelerde immiinboyanma daha ilimli, endoteldeyse zayifti (2¢). Besinci giinde LE'de yaygin ve
yogun iR gdzlenirken GE, stromal hiicreler ve endotel ile damar duvarinda 1himli iR gézlenmektedir (2d). KOH grubunda igiincii giinde LE ve GE'de imli IR
izlenirken stromal hiicrelerde ve endoteldeki IR zayiftir (2e). Besinci giinde LE, GE, stromal hiicreler ve endotelde zayif iR gériilmektedir (2f). KOH + Ss grubunda
ligiincti giinde LE, GE, stromal hiicreler ve endotelde zayif iR saptanmistir (2g). Besinci giinde LE, stromal hiicreler ve endotelde 1limli iR, GE'de ise zayif IR
g6zlenmektedir (2h). Primer antikor uygulanmayan imminohistokimyasal kontrol kesitlerinde immiinboyanma gdzlenmemektedir (2j).

LE: luminal epitel; GE: glandular epitel; iR: immiinoreaktivite, bFGF: Basik fibroblast bilyiime faktrii; KOH: Kontrollii ovaryen hiperstimulasyon; Ss: Sildenafil sitrat.

— : LE boyanmasl; — : GE boyanmas; A : Stromal hiicre boyanmasl; 4 : Endotel boyanmas!.

desidua hiicrelerine déniisiirler.3*? Farelerde ute-
rus gebeligin dordiincii gliniinde tam olarak resep-
tifken,
prereseptif olarak degerlendirilir. Kanitlar, uteru-

birinci ve {i¢lincii giinler arasinda
sun en fazla dérdiincii glinde reseptif oldugunu ve
implantasyon etkinliginin zamanla azaldigini gos-
termigtir. Gebeligin altinci giiniinde uterus, blasto-
sist implantasyonuna tamamen duyarsizdir.?*3*
Ovaryen hormonlara cevaben memeli uterusunda
luminal ve glandular epitel hiicreleri ¢ogalirken
stromal hiicreler desiduay1 olusturacak sekilde ¢o-
galip farklilasirlar. Kontrollii ovaryen hiperstimu-
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lasyon yapilan endometriyumda progesteron uyari-
sinin artmig olmasi, erken sekretuvar degisimlere
yol agmaktadir. Yiiksek ostrojen diizeyleri de daha
¢ok artmis glandular uyumsuzluga yol agmaktadar.
Oosit eldesi i¢in yapilan hCG ile endometriyal lu-
teal faz morfolojisinde kesinti daha da uzatilmak-
tadir. 3537

Biz ¢alismamizda, kontrol grubunda tigtincii
giinde luminal ve glandular epitelde, dérdiincii
giindeyse luminal epitelde IGF-1 ekspresyonu sap-
tayamadik. Bununla birlikte, {i¢iincii glinde epitel-
de en yogun ekspresyonu Ss ve KOH + Ss

1801



Filiz ve ark.

Histoloji ve Embriyoloji

grubunda, dordiincii ve besinci giinlerde epitel ve
stromada en yogun IGF-1 ekspresyonunu yine Ss
grubunda gozledik.

Siganlarla yapilan bir ¢aligmada, gebeligin ilk
ii¢ glintinde uterus luminal ve glandular epitelinde
IGF-1 immiinoreaktivitesi yogunken, miyometri-
yum ve kapiller endotelinde IR iliml1 bulunmusg-
IGF-1 mRNA’nin
endometriyal epitel ve stromal hiicrelerde az mik-

tur.3® Ghahary ve ark.,
tarda saptanmakla birlikte, miyometriyumda ve
stromanin miyometriyuma yakin dig kisminda yo-
gun oldugunu goéstermistir.** Kapur ve ark. CD-1
farelerde IGF-1 gen ekspresyonun gebeligin ilk iki
gliniinde epitelyal yerlesimden gebeligin ti¢iincii ve
dordiincii glinlerinde stromal yerlesime degistigini
gostermistir.*’ Bu ¢aligmada, 6strojenin esas olarak
epitel hiicrelerinde progesteronun da stromada
IGF-1 gen ekspresyonunu uyardig: belirlenmistir.
Henemyre ve Markoff, Balb/c farelerde gebeligin
ikinci gliniinde uterusda IGF-1 mRNA saptanama-
digini belirtmiglerdir." Aym caligmada, t¢linci
giinde stromal hiicrelerde IGF-1 mRNA’nin ¢ok
diisiik seviyede oldugu, dordiincii giindeyse stro-
mal hiicreler ve miyometriyumda yogun oldugu
saptanmistir. Bu ¢alismada, gebeligin iki ile yedin-
ci giinler arasinda luminal epitel hiicrelerinde IGF-
1 mRNA saptanamamistir. Bizim bulgularimiz,
IGF-1’in ekspresyonu agisindan bu ¢alismay1 des-
tekler niteliktedir. Bir bagka ¢alismada, IGF-1’in
embriyo implantasyonu sirasinda desidualize olma-
mis stromada aktif olarak eksprese olmasinin IGF-
I’in parakrin fonksiyonunun oldugunu gosterdigi,
ayrica hem IGF-1 hem de IGF-1 reseptorii mRNA’-
sinin ostrojene baglh olarak artmasinin IGF-1"in 6s-
trojenin  otokrin/parakrin aracisi  oldugunu
gosterdigi ifade edilmistir.*! Bununla birlikte, bir
hiicre kultiirti calismasinda kadinlardan alinan en-
dometriyal stromal hiicreler 6stradiol, progesteron
ve hCG ile inkiibe edildiginde, desidualizasyon s1-
rasinda ilk ti¢ glinde IGF-1 seviyesinin dnemli
oranda artip alt1 ile dokuzuncu giinlerde azaldig:
belirlenmis ve hCG’nin doza bagiml olarak IGF-1
ekspresyonunu belirgin sekilde azalttig: ifade edil-
migtir.*

Bizim bulgularimiz, sildenafil sitratin IGF-1
ekspresyonunu ii¢iincii giinde gonadotropin uyar-
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masiyla birlikte, sonraki dénemdeyse tek basina
kuvvetli sekilde uyardigini gostermektedir. Bunun-
la birlikte, epitel ve stromada IGF-1 ekspresyonu-
nun Ozellikle sildenafil sitrat verilen gruplardaki
sicanlarda artmasi, sildenafil sitratin implantasyon
ve desidualizasyonda rol oynayabilecegini goster-
mektedir. Ayrica, giinler ve gruplar arasinda endo-
teldeki IGF-1
belirgin bir farklilik goriillmemesi, endotel {izerin-

immiinoreaktivitesi agisindan
de bagka faktorlerin de etkisi oldugunu gostermek-
tedir.

Calisgmamizda bFGF ekspresyonunu, ti¢iincii
giinde LE ve stromal hiicrelerde en fazla Ss grubun-
da, GE’de Ss ve KOH gruplarinda, miyometriyum-
daysa KOH ve KOH + Ss gruplarinda gozledik.
Dordiinct giinde LE’deki ekspresyon belirgin ola-
rak Ss grubunda fazlayken GE, stromal hiicreler,
endotel ve miyometriyumda Ss ve KOH gruplarin-
da fazlaydi. Besinci giinde LE’deki en fazla bFGF
ekspresyonu Ss grubundayken, GE’de Ss ve kontrol
gruplarindayda.

bFGF bir mitojen olarak fibroblastlar, diiz kas
hiicreleri ve endotel hiicrelerini de kapsayan bir-
¢ok hiicre tipinde ¢ogalmay1 uyarmaktadir.?! Ayri-
ca, bFGF'nin, embriyo implantasyonuna hazirlik
amaciyla uterusun yeniden sekillenmesi i¢in hiic-
resel degisiklikleri kontrol ettigi diisiintilmekte-
dir.®® Insanlarda yapilan bir calismada, menstrual
dongti sirasinda bFGF ekspresyonu luminal epitel
ve bazal membraninda en yogun olarak ¢ogalma
evresinde, glandular epiteldeki ekspresyonsa en yo-
gun gec cogalma evresi ve salgilama evresinde sap-
tanmistir.** Ayni ¢calismada, menstrual ve ¢ogalma
evresinde, endotel hiicreleri ve stromada bFGF
ekspresyonu zayif olarak saptanmistir. Farelere,
ovaryum ¢ikarildiktan sonra hormon tedavisi uy-
gulanan bir ¢aligmada, luminal epitelle glandular
epitelin bazal membranlarinda, endotel hiicreleri-
nin bazal laminalarinda ve miyometriyumda bFGF
ekspresyonu gozlenmistir.® Bu ekspresyonun
Ostrus dongiisiiyle pek degisim gostermedigi, dola-
yisiyla bFGF aktivitesinin normal fizyolojik kosul-
larla yiiksek oranda diizenlendigi ileri stiriilmiistiir.
Sicanlarda yapilan ve vajinal sperm goriilmesinin
gebeligin birinci glinii kabul edildigi bir ¢alismada,
bFGF ekspresyonu ikinci ve ti¢iincii glinlerde en-
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dometriyal epitel, stroma ve miyometriyumda sap-
tanmigtir.* Bu ¢aligmada, tigiincii glinde bFGF nin
luminal ve glandular epitelin sitoplazmasinda bu-
lundugu, dérdiincii giindeyse bFGF yerlesiminin
her iki epitelin 6zellikle apikal yiizeyinde yogun-
last1g1 gozlenmistir. Ayni zamanda, embriyo varli-
ginda bFGF tiim endometriyum boyunca eksprese
olurken, embriyo yoklugunda luminal epitelde sap-
tanamamuig ve stromal hiicrelerde ¢ok azaldig: be-
lirlenmistir.

bFGF’nin anjiogenezde de etkili oldugu ve
bFGF immnoreaktivitesinin en yogun oldugu ye-
rin dallanan kapillerler oldugu belirlenmistir.*” Ay-
rica, menstrual dongii evreleriyle endotel hiicre
¢ogalma dizini arasinda bir iligkinin olmamasi, an-
jiogenezisin sadece ovaryen steroidlerle degil ayni
zamanda anjiogenik biiyiime faktorleri tarafindan
da diizenlendigini gostermektedir.*® Primatlarda
yapilan bir ¢alismada, bFGF mRNA’nin varliginin
uterin epitel hiicreleriyle sinirliyken immiinoreak-
tivitenin epitel bazal laminasinda gozlenmesinin,
peptidin epitel hiicrelerinde tiretilip bazal lamina-
da depolandig1, miyometriyumda hem immiinore-
aktivite hem de mRNA’nin miyofibrillerde bol
miktarda gozlenmesiyse bFGF nin miyometriyum-
da otokrin ya da parakrin yolla diizenlendigi sek-
linde yorumlanmistir.*” Ayrica, stromal hiicrelerin
kollajeni indirgeyip fagosite ettigi ve kendi bazal
membanini olusturdugu belirlenmis; bFGF'nin
matriks metalloproteinaz (MMP) tiretimini artira-
rak desidualizasyon yami sira anjiogenezisi de dii-
zenledigi ifade edilmistir.>

Biz, literatiirle uyumlu olarak, bFGF'nin en-
dometriyumun luminal ve glandular epiteli, stro-
mal hiicreler, damar endoteli ve miyometriyumda
eksprese oldugunu belirledik. bFGF ekspresyonu
genel olarak dordiincii giinden itibaren artmakla
birlikte en fazla artis1 Ss grubunda luminal epitel-
de saptadik. Embriyoyla karsilasan endometriyal
epitel hiicreleri, apopitozise girmekte ve embriyo-
nun invazyonunu kolaylagtirmaktadir.*® Sildenafil
sitratin dzellikle luminal epitelde bFGF ekspresyo-
nunu artirmast, LE hiicrelerinin embriyoya tutun-
masini kolaylastirmas: ya da apopitozise girmesini
saglayarak embriyo invazyonunu kolaylastirmasi
acisindan 6nemli olabilir. Ayrica, stromal hiicre-
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lerde ekspresyonu artirmasi da desidualizasyonda-
ki 6nemini gostermektedir.

Sildenafil, siklik guanozin monofosfat
(cGMP)-spesifik fosfodiesteraz tip 5’'in (PDE5) oral
etkili, giiclii ve selektif bir inhibitériidiir ve erkek-
te erektil fonksiyon yetersizligi tedavisinde kulla-
nilmaktadir. Sildenafil, korporal diiz kaslarda
c¢GMP konsantrasyonunu artirarak, nitrik oksidin
gevsetici etkisini giiclendirir. Sildenafilin kan aki-
mindaki kontroli, siingersi dokudaki endotel ve
sinir hiicrelerinden salgilanan NO, tarafindan sag-
lanir. NO, damarlarin genislemesini saglayan
c¢GMP yapimini uyarir.>! Postganglionik sinir ugla-
r1 ve damar endotelinde L-arjininden nitrik oksid
sentetaz (NOS) enzimi yardimiyla sentezlenen NO
guanilat siklazi aktive ederek guanozin trifosfattan
c¢GMP yapimin: saglar.>*> ¢cGMP ereksiyon i¢in
mutlak gerekli olan kavernozal diiz kas gevseme-
sinin temel molekultudir. cGMP’nin korpus kaver-
nozum diiz kasinda inaktif hale ge¢mesi icin
gerekli enzim fosfodiesterazdir.>® Sildenafil sitrat,
cinsel uyar1 ile cGMP yapimi arttiginda devreye
girer ve ortamdaki cGMP’yi parcalayan fosfodies-
terazi baskilayarak cGMP’nin etkinligini artirip,
sertlesmeyi ve sertlesmenin uzun slirmesini sag-

lar.>?

Ureme sistemiyle ilgili olarak ovaryen follikii-
logenez, ovulasyon, GnRH salgilanmasi, sperm ha-
reketliligi, dollenme ve embriyo gelisiminde nitrik
oksidin rol oynadi cesitli ¢caligmalarla gosteril-
mistir.>** Bundan bagka, iNOS ya da endojen NO’-
nun uterin duyarliligs artirip dogrudan ya da
endometriyal damarlanmay: degistirerek dolayl
yoldan desidual biiyiimeyi etkiledigi one siiriil-
mektedir.>® Sildenafil sitrat implantasyon pencere
déneminde endometriyum reseptivite belirtecleri-
ne olan etkilerini NO ya da NOS iizerinden gercek-
legtiriyor olabilir.

Sonug olarak aragtirmamizda sildenafil sitrat
uyguladigimiz sigan gruplarinda, literatiirde ilk kez
endometriyum reseptivite belirteclerinden IGF-1
ve bFGF’in diger gruplara gére daha yogun immii-
noreaktivite gosterdigini saptadik. Bu bulgular, sil-
denafil sitratin implantasyon pencere doneminde
etkili olabilecegini ilk kez gostermektedir. Sildena-
fil sitratla ilgili ulagtigimiz immiinohistokimyasal
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bulgularin, gelecekte tekrarlayan implantasyon ba-

sarisizliklar1 ve endometriyal reseptivite bozukluk-
lar1 yasayan kadinlarda yeni tedavi protokollerinin
olusturulmasinda 6n veriler olarak umut verici ol-
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