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OZET

PRE- VE POSTIMPLANTASYON DONEMLERINDE FARE
ENDOMETRIUMUNDAKI RHOKINAZ A’NIN IMMUNOLOKALIZASYONU
Gokgen ARSLAN

Yiiksek Lisans Tezi, Histoloji- Embriyoloji Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Emel KOPTAGEL
2012, 77 sayfa

Memelilerde implantasyon, bir¢ok sinyal molekiillerinin blastosist ile reseptiv
endometrium arasindaki haberlesmede rol aldig1 karmasik biyolojik olaylardan biridir.
Rho proteinleri, sitoiskelet ve hiicre biiylimesinin yani sira hiicre hareketi, hiicre-hiicre
adezyonu, gogii, cogalmasi, apoptozu ve invazyonu gibi ¢ok cesitli hiicresel iglevlerin
gerceklesmesinde rol oynarlar. Hiicresel kontroliin ¢oklu siireclerindeki rolleri ile kabul
edilmesi, Rho proteinlerinin tiimor biiylimesi - ilerlemesi, metastaz ve yakin zamanda
da anjiogenezde etkili oldugunu gostermistir.

Bu c¢alismada, fare endometriumunda implantasyon Oncesi ve implantasyon
doneminde Rhokinaz protein ailesinden RhoA proteininin immiinolokalizasyonunun
belirlenerek olasi rollerini arastirmak amaclanmistir.

Bu amagla, viicut agirliklar: 20-40 gram arasinda degisen Mus musculus cinsi 40
adet erigkin fare kullanildi. Normal diyetle beslenen farelere, oda isisinda, 12 saat
aydilik- 12 saat karanlik periyotlar olusturularak Ostrus evresine girmeleri saglandi.
Ostrus sikluslar1 vajinal smear ile belirlendi. Vajinal tikag olusumuna bakilarak
gebelikler tespit edildi. Metestrus, estrus, proestrus ve diestrus evrelerinin her biri i¢in
S’er fare ile gebeligin 5., 7., 9. ve 11. giinleri i¢in 5’er gebe fare kullanildi. Farelere
deney sonunda 200mg/kg pentotal sodyum intraperitoneal yolla uygulanarak GStenazi
yapildi.  Oliim  sonrast1 alman uterus dokularinda 151k mikroskobik,
immunohistokimyasal ve immunofloresans incelemeler icin rutin takip protokolleri
uygulandi. Isik mikroskobik incelemeler igin parafine gomiilen Orneklere genel
morfolojiyi gostermek amaciyla hematoksilen-eozin, spesifik molekiilleri gdstermek
icin ise immunohistokimyasal ve immunofloresans teknikler uygulandi. Isik ve
floresans mikroskobik degerlendirme i¢in alinan kesitler Olympus BX51 mikroskopta
degerlendirilip, uygun alanlardan fotograf c¢ekildi.
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Preimplantasyon siirecinin her evresinde luminal epitel, bez epiteli ve endotelde
kuvvetli RhoA ekspresyonu izlenmistir. Postimplantasyon déneminin 5. ve 7. giiniinde
limen epitelinde RhoA’nin diger alanlara goére daha kuvvetli eksprese oldugu
goriilmistiir. 11.giinde en fazla RhoA ekspresyonu spongiéz desiduada izlenmistir. Bu
alanda goriilen RhoA ekspresyonu 9.giinde RhoA ekspresyonunun en fazla goriildiigii
alan olan labirent desiduaya gore daha kuvvetli oldugu goriilmiistiir.

Sonu¢ olarak, Rho’nun luminal epitel, bez epiteli ve desiduada kuvvetli
ekspresyon gostermesi, desidua ve endometriumda koruyucu, onarici ve yara iyilestirici

etkilerinin olabilecegini diistindiirmektedir.

Anahtar sozciikler: Rhokinaz, RhoA, implantasyon, fare
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ABSTRACT

IMMUNOLOCALISATION OF RHOKINASE A IN MOUSE ENDOMETRIUM
DURING PRE-AND POST-IMPLANTATION PERIODS
Gokcen ARSLAN
Master of Sciences Thesis, Department of Histology-Embryology
Supervisor: Prof. Dr.Emel KOPTAGEL
2012, 77 pages

Implantation in mammals is a complex biological process that involves an
crosstalking between blastocyst and receptive endometrium controlled by different
signal molecules. Rho proteins are involved in the regulation of many cellular
processes, including cytoskeletal organization, cell motility, cell cycle progression and
growth, apoptosis, gene transcription and vesicle transport. Consequently, it is not
surprising that Rho proteins are involved in different steps of tumor development and
progression as well as metastasis and recently angiogenesis.

In this study, the potential roles of RhoA proteins will be investigated using their
immiinolocalization in the mouse endometrium during pre-and postnatal periods.

To do this, 40 Mus musculus mice, weighing 20-40 g were used in the present
study. Animal were kept at room temperature and 14 hours light, 10 hours dark periods
and were fed with normal diet in order to get them to estius cycle. Their estius cycles
were determined by vaginal smear. Their pregnancies were designated by vaginal plug.
Metestrus, estrus, proestrus and diestrus phase groups consisted of 5 mice for each
group. Similarly 5 th, 7 th, 9 th and 11 th days of pregnancy groups consisted of 5 mice
for each group. At the end of experiments, euthanasia was carried out by injection of
200 mg/kg penthatol sodium intraperitonally. Uterinal tissues were obtained and
processed for light microscopical, immunohistochemical and immunoflourescence
invastigations. Parafin tissue sections were used for either haemoxylene-eosin staining
to show general morphology or immunohistochemical and immunoflourescence
techniques to show the rhokinase A expression in uterinal tissues. Field of views were
photographed using an Olympus BX51 microscope.

Findings of the present study revealed that expressions of Rho every
preimplantation groups were strong at luminal and glandular epithelium and capillary

endothelium. 5 th, 7 th days of pregnancy groups expressions of Rho at luminal
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epithelium were stronger than seen in other sites. 11 th days of pregnancy expressions
of Rho were stronger at spongious decidua than seen in labyrinth decidua at 9 th days of
pregnancy group.

As a result, the showing strong expression of RhoA on the luminal and gland
epithelials and the decidua suggests that RhoA may have the protective and repairing
effects and the effect of the improvement of the wound on the decidua and the

endometrium.

Key words: Rhokinase, Rho A, implantation, mouse
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1. GIRIS VE AMAC

GTPazlarin Rho alt ailesi, Ras {ist ailesinin parcasidir. Bu aile 20 protein
ierir. Isimlendirilmeleri spesifik olarak tamimlandiklar1 yere gore olmaktadir. Rho
proteinleri ile 1990’larin basinda yapilan c¢aligmalar kiiltiir hiicrelerinin aktin
sitoiskeletinde gerceklestirilmistir. Bir Rho proteini olan Rho A aktin stres fibrilleri
olarak adlandirilirken, membran biiyiimesi ve lamelliopodlarda yapilan ¢aligmalarda
diger Rho proteini Rac 1 ve parmak benzeri filapodialarda ise Cdc42 olarak
isimlendirilmiglerdir (1). Ailenin Rho, Rac ve Cdc42 adli {iyeleri, memeli
hiicrelerinde bulunur ve ¢ok farkli islevleri bulunur (2, 3). Rho proteinleri, sitoiskelet
ve hiicre bliylimesinin yani sira hiicre biliylimesi, hareketi, hiicre-hiicre adezyonu,
gbcll, cogalmasi, apopitozu ve invazyonu gibi ¢ok c¢esitli hiicresel islevlerin
gerceklesmesinde rol oynarlar. Hiicresel kontroliin ¢oklu siire¢lerindeki rolleri ile
kabul edilmesi, Rho proteinlerinin tiimdr biiylimesi - ilerlemesi, metastaz ve yakin
zamanda da anjiogenezde etkili oldugunu gostermistir (2-5).

Rho proteinleri, anjiyogenez siirecindeki pro-anjiyogenik ve anti-anjiyogenik
faktorlerin etkinligini artirir (2). Rho protein ailesinin iiyeleri, endotelyal hiicre
morfogenezi ve kan damarlarinin dallanmasi siire¢lerinde ¢esitli roller oynamaktadir.
Yeni kan damarlarinin olusumunda endotelyal hiicre morfogenezi, gogii, kapiller
limen olusumu ve uygun anjiyogenik uyarilarin yeni kapillerlerin dallanmasi i¢in
olusumundan sorumludur (2).

Rho-GTPazlar, biyokimyasal ve yapisal olarak basit proteinlerdir. Bu
proteinler GTP bagl aktif formundan GDP bagh inaktif formlarina hidroliz yoluyla
doniistirler. Spesifik guanin degisim faktorleri (GEFs), GDP yedeginin
katalizlenmesi ile yeni GTP olusturarak, GTPazlar1 tekrar aktif hale getirir.
GTPazlarin aktif formlar1 cesitli hedef proteinleri taniyabilir ve boylece aktif
durumlarinda anahtar rolii oynarlar (5-8).

RhoA, Ras homolog gen ailesinin kiiciik GTPaz protein {iyesi olup stres
fibrillerinin olusumundaki aktin sitoiskeletinin diizenlenmesi ile tanmir. Insanlarda
bu gen RhoA tarafindan kodlanir (9).

Memelilerde implantasyon, blastosist asamasindaki embriyo ile reseptiv
endometrium arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmasik biyolojik

olaylardan biridir. Bu siirecte, blastosist tarafindan uterinal dokuda bir¢cok genin



ekspresyonu indiiklenir, sonrasinda blastosiste komsu epitelde adhezyonu saglayan
yeni molekiiller agiga ¢ikar, endometrial stroma hiicreleri epiteloid karakterli decidua
hiicrelerine farklilagirken ekstraseliiler matriks bilesimi de tamamen degisir.
Ozellikle kemiricilerde ileri derecede invaziv &zelliklere sahip blastosistin
antimezometrial alana adhezyonundan sonra implantasyon bolgesinde anjiogenez,
plasentasyon, matriks yikimi, invazyon kontrolii ve apoptozu yoOnlendiren yeni
molekiillerin katilimiyla siire¢ daha da karmasik bir hal alir (10-12).

ROCK implantasyonda en iyi bilinen efektor olup, 1996’da kesfedilmistir.
Daha sonra Rho/ROCK sinyalleme yolaklari, cesitli arastirma alanlarinda
yaymlanmig ve kardiyovaskiiler sistem, merkezi sinir sistemi, kanserler ve
embriyonik gelisim siirecleri tizerinde odaklanmisg 2000’den fazla makale ile dikkat
cekmektedir (2-9, 37-41, 45-54).

Bu c¢alismada, fare endometriumunda implantasyon Oncesi ve implantasyon
doneminde Rhokinaz protein ailesinden RhoA proteininin immunolokalizasyonu

belirlenerek olasi rolleri aragtirilmigtir.



2. GENEL BILGILER

2. 1. Uterus
Paramezonefrik (Miillerian) kanallardan koken alan uterus, tuba uterina'da
olusan zigotun yerlestigi, embriyonal ve fetal gelisimin tamamlandig1 6nemli bir
organdir (13, 14). Uterus, pelvik kavitede rektumun oOniinde, bagirsaklarin alt
tarafinda, mesanenin arkasinda yerlesim gostermektedir. Armut sekilli bir organ olup
kasilma yetenegi kuvvetli kaslardan olusmaktadir. Boyutlar1 dogum yapan ve
yapmayan kadinlarda farklilik gostermektedir. Dogum Oncesinde 5-6 cm
uzunlugunda, 4 cm genisliginde ve 40-50 g agirliginda olan uterus, ilk dogumdan
sonra 6,5-7 cm uzunluguna, 5 cm genisligine ve 60-70 g agirhigina ulasir. Insanlarda
ortalama 7.5 cm uzunlugunda, 5 cm genislikte ve 2.5 cm kalinliginda olan uterus
yaklasik 30-40 g agirligindadir.
Uterus, 4 ana boliimden olugsmaktadir. Bunlar;
e Fundus: Uterusun iistiinde yer alan, incebagirsak kivrimlari ile komsuluk
yapan kisim
e Korpus: Fundusdan istmusa kadar daralan tistteki 2/3’lik boliim.
e lIstmus: 1 cm uzunlugundaki korpus ve serviks arasindaki dar bolge
e Serviks: Silindir bigimli bir yap1 olup alttaki 1/3’liik boliimdiir. Korpusa gore
daha fazla bag dokusu ve elastik fibril bulunurken, daha az diiz kas
igcermektedir. (Sekil 1. 1)

Time of
DNA
duplication

4 days
4'4-5 days

&)e

5'2-6 days

Preovulatory follicle

Myometrium

Perimetrium

Endometrium (progestational stage)

Sekil 1. 1. Uterus histolojisi (14).



Uterus, icten disa dogru endometrium, myometrium, perimetrium
tabakalarindan olusur. Uterinal siklus boyunca histolojik ve islevsel farkliliklar
gosterir.

Endometrium; uterusun mukozal i¢ yiizi olarak da adlandirilan
endometrium basit prizmatik epitel ve endometrial stroma olarak da bilinen lamina
propriadan olusmaktadir. Tek kathi silyali hiicrelerden ve silyasiz salgi yapan
prizmatik hiicrelerden olusan endometriumun lamina propriasinda miyometriuma
kadar devam eden basit tiibliler yapidaki bezlerden olugmaktadir. Basta fibroblast
olmak tlizere, kok hiicreleri, T ve B lenfositler, mast hiicreleri, desidual hiicreler,
endometrial grantilositler, 10kosit, makrofaj, retikiiler lif ve yildiz sekilli hiicreler
bakimindan zengin olup, bol miktarda temel madde igeren lamina propriada tip III
kollajen lif goriilmektedir. Birbirine benzeyen yiizey epiteli ile basit tiibiiler bez
epiteli arasindaki fark bez epitelinin az sayida silyal1 hiicreler igermesidir.
Piibertadan menapoza kadar olan siire i¢inde belirli periyotlarla en biiyiik degisiklige
ugrayan tabakadir. Insanda 0-28 giinliik siklusta endometrial farklilik ovaryal siklus
paralelinde gelisir. Insanda ve memelilerde seksiiel dénem iginde endometriumun
yiizeyel fonksiyonal tabakast menstural dongu adi verilen bir degisimin igine girer.
Insanda bu déngiiniin 0-4 giinii arasinda endometriumun epiteli ve pars fonksiyonalis
kism1 nekroza ugrar ve kanama ile birlikte uterustan atilir.

Hipotalamus-hipofiz-ovaryum aksinde salgilanan FSH'n etkisi ile ovaryumda
follikiiler biliylime baglarken uterusta da Ostrogen etkisi ile pars basalisten
endometriumun rejenerasyonu baglar. Bir giin kadar siirer. Bu donemde kanama
durmus, pars basalisten bez ve kan kapilleri ile yeni bir endometriumu olusturmak
icin uterus aktive edilmigtir. 5-14 giinler arasinda FSH, LH etkisi ovaryum
folikiillerini ovulasyona gotiirme ¢abasi gosterirken pars fonksiyonalis tabakasi da
Ostrojen artist ile yeniden kurulur. Cogalan epitel hiicreleri yanisira stromal hiicreler,
bez ve kan damarlar1 pars fonksiyonalisi bagli olarak endometriumu gittik¢e
kalinlastirir. Sekresyon safhasinda 14-28 giinler arasinda LH ve LTH etkisi corpus
luteumu ortaya ¢ikarmakta, progesteron ve az miktarda Ostrojen salgis1 da uterusun
pars fonksiyonalis tabakasini implantasyon i¢in hazirlamaktadir (13-17).

Endometrial bezler kivrintili bir hal alirken, salgisin1 da uterus liimenine
verir. Bez ve damar bakimindan zengin endometrium tabakasi interselliiler ara

maddeyi de yogun olarak igerir. Uterus liimeninden baglayarak stromanin sonuna



kadar varlik gosteren bezler sekresyon yapabilen prizmatik epitel hiicrelerine
benzeyen hiicrelerle ortiiliidiir. Endometrial bezler steroid hormonlarinin kontroliinde
mukus salgilarlar. Ayrica spiral arterler de endometriumu maksimum kalinliga ve
islev bakimindan implantasyona en uygun duruma getirirler (13-17).

Fertilizasyonun olmamasi halinde 25.giinden sonra progesteron ve Ostrojen
salgilanmasinda diisiis olur. Bunu takiben 28.giinde menstruasyon yeniden olusur.
Pars fonksiyonalisteki arterlerdeki kivrimlarin artmasi ile kan akimi durmustur. Daha
derinlerdeki damarlarin genislemesi ile iskemi durumunda bulunan arteriollerden
kanama gergeklesir. Bu kanama ile birlikte nekrotik endometrial bezler stroma ile
birlikte atilir. Pars bazalis tabakasi kalarak pars fonksiyonalisi yeniden olusturur (13-
17).

Miyometrium; icte ve dista longitudinal, ortada sirkiiler ve oblik yonde
seyreden diiz kas tabakasi halinde bulunan uterus duvarinin en kalin tabakasidir.
Uterus boyunca birlikte yerlesim gostermelerine ragmen diiz kas hiicrelerinin farkl
dizilmesiyle {i¢ tabaka ayirt edilmektedir.

Perimetrium; en dista yer alan periton tabakasidir. Uterusun mesaneye kars1
uzandigit O6n kisimda adventisya oOzelligi gostermektedir ve uterusun bu alani
retroperitoneal alan olarak adlandirilmaktadir. Gevsek bag dokusu iizerinde yassi
mezotelyal hiicre tabakasindan olusan bir epitel tabakasinin fundus ve korpusun
posterior pargasini sarmasi ile bu intraperitoneal alanda seroza Ozelligini
gostermektedir (13-18).

Endometrium ve miyometriumda blastosist implantasyonu ve sonrasinda

gebelik baslamasiyla siklus durur ve bu iki tabaka biiyiime ve farklilasmaya baslar.

2. 2. Fertilizasyon ve Preimplantasyon Embriyo Gelisimi

Embriyonik gelismeyi baslatan fertilizasyon, sekonder oosit ile spermin temasi
ile baslayan ve maternal-paternal kromozomlarin zigotun ilk mitoz bdliinmesinin
metafazinda biraraya gelmesi ile son bulan karmagik molekiiler bir stirectir. Ovum,
ovulasyon sonrasinda atilarak fallop tiipline ilerler ve sonrasinda da uterusa
yonlendirilir. Kapasitasyonunu tamamlamis spermlerin, uterus boyunca ilerleyerek,
fallop tliplinlin ampulla bolgesinde ovum ile karsilasmas1 ile fertilizasyon

gergeklesir.



Preimplantasyon embriyo gelisimi;
o fertilizasyon ve yariklanma,
e hiicre polaritesinin (kutbunun) kurulmasi ve kompaksiyon (siklasma),
e blastosist olusumu

olmak tizere ii¢ temel olay ile gerceklesir.

Fertilizasyon ve yariklanma:

Uterin tlipte bulunan ve metabolizmasi aktive olan 2 hiicreli zigotun
yariklanma ile bir dizi hizli mitoz bdliinme gegirir. Fertilizasyondan sonra ortalama
30 saat siiren yariklanma sirasinda blastomer olarak adlandirilan hiicrelerin sayisinda
artig goriiliirken boyutlarinda kii¢iilme goriiliir.

Preimplantasyon embriyo gelisimi siirecinde, maternal RNA ve proteinlerin
depolanmis olmast ovumun sahip oldugu 6nemli bir Ozelliktir. Fertilizasyon ile
ovumda depolanmis olan transkriptlerinin indirgenmesi indiiklenir. Zigotik genom
aktivasyonu olarak adlandirilan bu olay zigotta gerceklesen transkripsiyon olup
gelisimin ilerlemesi i¢in Onemli bir yere sahiptir. Blastomerin polaritesi ve
kompaksiyonu (siklagsmasi) sirasinda gerceklesen 2 onemli transkripsiyon olayzi,
ZGA (zigotik genom aktivasyonu) ve MGA (mid-preimplantasyon gen aktivasyonu)
olarak tanimlanmaktadir. Zigotik genom aktivasyonu 2-4 hiicreli evrede, Mid-
preimplantasyon gen aktivasyonu ise 8 hiicreli evrede en fazla artis gostermektedir

(13-18).

Hiicre kutbunun olusturulmasi ve siklasma:

Simetrik ve asimetrik yonde diizenlenim gosterebilen her blastomer 8-16
hiicreli yavru iretebilmektedir. Blastomerler 8 hiicreli evreyle beraber sekil
degistirmeye baslar. Kompaksiyon (kompakzasyon, kompaktizasyon, siklasma)
olarak adlandirilan olay ile hiicre ylizey adezyon glikoproteinleri araciligiyla
birbirlerine yapisirlar. Olusan kompakt haldeki hiicre toplulugu icerisinde hiicreler
arasi iletisim artmakta ve gelecekteki i¢ hiicre kitlesinin alt yapisini olusturmaktadir.
12- 32 hiicreli morula evresinde igteki hiicrelerin (embriyoblast) i¢ hiicre kitlesini
(IHK) ve distaki tek katli yassi trofoblast hiicrelerinden dis hiicre kiitlesini
olusturarak birbirlerinden ayrildiklar1 goriilmektedir (13, 14).



Blastosist olusumu:

Fertilizasyondan yaklasik 4 giin sonra morula evresindeki hiicreler arasinda
bosluklar olusur. Bu bosluklarin i¢i zona pellusidayr gecen besin maddelerince
zengin uterus sivistyla dolmaya baslar. Morulay1 olusturan hiicre grubu, bosluktaki
uterus sivist artmasina bagl olarak dis kisimda olusan ve gelecekte plasentayi
olusturacak olan ince hiicreler (trofoblast) ve merkezde olusan ve embriyoyu
gelistirecek olan hiicreler (IHK, i¢ hiicre kitlesi, embriyoblast) olmak iizere iki farkli
hiicre grubu olusturmaktadir. Sivi dolu bosluklar birleserek blastosist boslugu
(blastosel) olarak adlandirilan tek ve biiyiik bir bosluk olustururlar. Fertilizasyondan
sonraki 1. hafta icerisinde embriyoblastin bulundugu kutuptaki trofoblast araciliiyla
endometrium epiteline blastosist yapismakta ve bu kutup embriyonal kutup olarak
adlandirilmaktadir. Embriyonal kutbun karsisindaki kutup ise abembriyonal kutup
olarak isimlendirilir. NANOG, GATAG6 gibi transkripsiyon faktorlerinin etkisiyle
embriyoblastlar, multipotent primitif endoderm ve pluripotent epiblast hiicrelerini
olusturmaktadirlar (19, 20).

Fertilizasyondan sonraki yaklasik 6. giinde genellikle embriyoblastla komsu
olan blastosist kismi1 endometrium epiteline tutunmasiyla i¢ kisimda sitotrofoblastlar
ve dis kisimda sinsityotrofoblastlar olmak {izere 2 farkli hiicre tabakasi
olusturmaktadirlar. Olduk¢a yayilmaci olan sinsityotrofoblastlar, endometrium
icerisinde ilerleyerek bag dokusuna gecerler ve embriyoblast ¢evresinde kutbun
olusmasini saglamaktadirlar. Sitotrofoblast hiicrelerinin siirekli c¢ogalmasi ve
sinsityotrofoblast ile hiicre zarlarin1 kaybedecek sekilde birlesmesi sonucu sinsityum
olugsmaktadir. Fertilizasyondan sonraki 7. giinde ise embriyoblastin blastosele bakan
i¢ yiizlinde, hipoblast ya da embriyonik embriyonik endoderm tabakasi olugsmaktadir

(19-22).

2. 3. Preimplantasyon Donemde Endometrial Luminal Epitel ve
Degisiklikler
Implantasyonun anlasilmas: igin endometriumun proliferasyon evresinden
sekretuar evresine gegisine dikkat edilmelidir. Progesteron hormonu sayesinde
primer endokrin gereksinim saglanmaktadir. Midsekretuar evrede endometrium 10-
14 mm kalinlikta olup sekretuar aktivite pik yapmistir. Endometrial bez epiteli

hiicrelerinde glikojen ve lipid artarken, endometrial luminal epitel hiicrelerinin apikal



yiizeyinde pinopod olusumu goriilmektedir. Implantasyonun otokrin ve parakrin
etkileri ise stromada Ostrojen ve progesteronun etkisiyle goriilmektedir.
Desidualizasyon olarak adlandirilan ve endometrial stromada meydana gelen bu
stiregte, desidua stromal bag doku; desidual hiicreleri ise stromal hiicreler tarafindan
olusturulmaktadir. Desidualizasyon siirecinde hiicre, kollajen IV, heparan siilfat
proteoglikan ve laminin 2 ve 4 iceren bir ekstraselliiler matriks iiretir. Stromal
farklilasma veya desidualizasyon ekstraselliller matriksteki degisiklikler ile
karakterizedir. Mitotik aktiviteleri artmis, sitoniikleer genislemeleri ve bazal
membran olusumu ile tanimlanan predesidual hiicreler, ilk olarak siklusun 22-

23.glinlerinde kan damarlarini ¢evreleyen alanlarda goriliirler (21-23).

Uterin Reseptive ve implantasyon Penceresi

Uterin reseptivite, blastosistlerin uterus ile karsilikli etkilesimleri sonucunda
uterusta gerceklesen ve implantasyonun gerceklesmesine zemin hazirlayan degisim
olarak tanimlanmaktadir. Uterus reseptivitesini belirten temel faktorler; ovarian
steroidler, progesteron ve Ostrojenler olup lokal olarak iiretilen biiyiime faktorleri,
homebox transkripsiyon faktorler, sitokinler, lipid mediatorler, morfogenler de bu
siirecte etki gostermektedir. Memelilerde implantasyon ve gebelik siireci boyunca
bulunmak zorunda olan progesteron endometrial reseptiviteyi de indiiklemekle
gorevlidir. Progesteron ve Ostrojenin etkileri, uterus epitelyal hiicre ¢ogalmasinin
durmasiyla sonuglanmaktadir. Pinopodlar, bu siiregte morfolojik varliklar: ile
implantasyon penceresini karakterize etmektedirler. Progesteron etkisiyle olusan ve
implantasyon penceresinin olusumu sirasinda luminal epitel yiizeyinde izlenen
pinopodlar, blastosistin luminal epitel ile iletisim kurmasinda ve uterin bosluktaki

stvinin emiliminde rol oynamaktadirlar (19-25).

2. 4. implantasyon

Implantasyon, embriyonun blastosist asamasinda gerceklesen; endokrin,
parakrin, otokrin, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimleri sonucunda ortaya ¢ikan,
cok sayida molekiiliin islev gosterdigi karmasik bir siirectir (18-25). Implantasyon
siireci tiirler arasinda farklilk gdstermektedir. Insanlarda uterusun implantasyona
elverisli oldugu donem, yaklasik olarak menstrual devrenin 19- 24. giinleri
arasindadir. Farelerde blastosistin  aktif hale gelmesi i¢in estradiol 4-

hidroksiestradiol-17  (katekolestrogen)  gerekirken, wuterusun implantasyona



hazirlanmasi i¢in ise niikleer reseptorlii estradiol-17’in (E;) etkilesimi gerekmektedir
(25). Bu siirecte embriyo ¢esitli asamalardan gecerek en sonunda endometrial
stromaya gomiilmektedir. Uterus boslugunun bir kenarma dogru yakinlagmis
eksentrik yerlesimli embriyo implantasyonu ekzentrik noninvasiv implantasyon
olarak bilinir. Genellikle mezometriumun karsit alaninda (antimezometrial kutup)
yerlesim gosterir. Bu c¢alismada kullandigimiz fareler bu tipte implantasyon
gbsterirler. Implantasyon siireci apozisyon, adezyon ve penetrasyon-invazyon olmak

lizere 3 asamalidir.

2. 4. 1. Apozisyon (Yakinlasma):

Uterus ylizey epiteline embriyonik trofoektoderm hiicrelerinin baglanmasi
egilimi olarak tanimlanmaktadir. Blastosist kavite i¢inde serbest ve hareketsiz olarak
bulunmaktadir (25, 26). Endometrium boslugunda sivi bulunmamasi ve blastosistin
bu siirecte biliylimesi nedeniyle serbest blastosist zona pellusidadan ayrilarak luminal
epitel ile fonksiyonel olmayan bir temas saglamaktadir. Bu temas siirecinin bagarili
gerceklesmesi icin blastosistin aktive olmasi ve uterusun ovaryum steroidlerince
kontrol edilen bir dizi spesifik farklilasma silireci gegirmesi gerekmektedir.
Apozisyon stirecinde trofoektoderm hiicreleri ve luminal epitel hiicreleri arasindaki
etkilesimi sonrasinda trofoblast hiicrelerin mikrovilluslarinin sayisinda azalma ve
boyca kisalma gostermekte ve luminal epitel hiicreleri ile birlikte ylizey adezyon
molekiilleri sentezlenmektedir. Blastosist ve luminal epitel arasindaki sinyallesme,
hiicrelerden salinan eriyebilir molekiiller yoluyla ortaya ¢ikabilecegi gibi zara bagl
sinyal molekiilleri yoluyla da ortaya cikabilir. Yapilan bir c¢aligmada heparin
baglayan epidermal biiyiime faktoriiniin (Heparin Binding-Epidermal Growth Factor;
HB-EGF) blastosistin yiizey epiteline baglanmasindan once salgilandigi fare
endometrium epitelinde gosterilmistir. Gebeligin 2.-3. giinlerinde luminal epitelde
bulunmayan HB-EGF, blastosistin luminal epitele baglanma zamanindan 6-7 saat
once luminal epitel ile blastosistin komsuluk ettigi bdlgede goriilmektedir. Ostrojen
hiicre cogalmasindaki etkilerine aracilik eden HB-EGF insan embriyolariin
blastosist asamasina ulagsma ve yerlesme yiizdesini artirmasi yoniiyle biiylik 6nem
tagimaktadir (25, 27). Erken implantasyon mekanizmalari i¢in Cox-2 (Siklooksijenaz
2) enzimi de Onemli sinyallesme yollarinin merkezi olarak tanimlanmigtir. Cox-2
enzimine sahip olmayan disilerin ovulasyon, déllenme ve implantasyon asamalarinda

yetersizlik ve hatalar seklinde goriilen ¢oklu iireme basarisizliklarina rastlanmaktadir.
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Bunun i¢in, Cox-2’den yoksun disilere, prostasiklin eklenmesi ile desidual tepkinin

verilmesi ve implantasyonun olusmasi saglanmaktadir (25, 28).

2.4.2. Adezyon (Baglanma):

Yiizey epiteli ile trofoektodermin temas ederek beta integrinler aracilig ile
baglant1 kurdugu asama olarak tanimlanmaktadir (25, 29, 30). Implantasyon siireci
ile hiicre ylizeyi molekiillerinin apikolateral dagiliminda degisiklikler goriilmektedir.
B-integrininin dagiliminin, implantasyon oncesinde bazal durumdayken sekretuvar
evrede ise hem bazal hem de lateral olacak sekilde degismesi implantasyon aninda
luminal epitelin hiicreleraras1 etkilesimdeki degisimini gostermektedir (25). Fare
luminal epitelindeki desmozomal proteinlerin, lateral hiicre yiizeyleri boyunca tekrar
dagitilmas1 ve diizenlenmesi de degisimi gostermektedir. Implantasyon siirecinde
desmozom yogunlugunun azalmasi basta olmak tizere siki baglant1 dagilimi degisimi
ve gap junctionlarin ovaryum steroidlerince epitelde sik1 yerlesim gostermeleri gibi
onemli degisiklikler goriilmektedir. Memelilerde gorillen bu implantasyon
degisikliklerine ilave olarak insanlarda ovulasyondan yaklasik 6 giin sonra luminal
epiteldeki mikrovililer yerlerini pinopodlara birakirlar. Bu pinopodlarin insan
embriyolarinin tutunmasi i¢in 6zel alanlar olusturduguna inanilmaktadir (25, 26). Bu,
E-kadherin, 6, 1 ve 4 integrin gibi bazi bazolateral hiicre adezyon molekiillerinin
apikal ekspresyonlari ile insan embriyolarinin tutunmasini desteklemektedir (25, 26).
Bunun yani sira hiicre serilerinin yapiskanliklar1 Muc-1 gibi bazi anti-adeziv
faktorlerin azaltilmasiyla saglanabilmektedir. Integrin subunitlerinin
endometriumdaki varlig1 blastosist implantasyonu i¢in gerekli yapinin kazanildiginm
gostermektedir (25, 26, 29).

Fertilizasyondan sonraki 6. giinde selektinlerin karbohidrat baglayici
proteinler olmalar1 nedeniyle uterus epitelindeki karbohidrat reseptorleri ile
trofoblast hiicreleri tizerindeki L- selektin molekiilleri ile etkilesimleri sonucunda
blastosistin uterusa ilk anda yapigmasimi sagladiklarini gostermistir (25, 26).
Trofoblastlardaki integrinlerin ekstraselliiler matriks molekiilleri olan laminin ve
fibronektin ile etkilesimi sonucu trofoblastlarin endometriuma invazyonu
saglanmaktadir. Laminin ile trofoblastlarin baglanmasini saglayan integrin
reseptorleri ayni zamanda uterus duvarina trofoblastin tutunmasinda da rol

oynamaktadir (25, 26, 29, 30). Fibronektin ile trofoblastlarin baglanmasini saglayan
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integrinler, hiicre go¢iinii uyarmalarinin  yanisira trofoblast farklanmasini

diizenlemekle de gorevlidirler (25, 26, 29).

2. 4. 3. Penetrasyon ve invazyon:

Yiizey epitelinin trofoektoderm tarafindan invazyona ugradigi ve embriyonun
uterus endometriumu igerisine gomiilmeye basladigi asama olarak tanimlanmistir.
Luminal epitel hiicrelerinin apikal plazma membranlar1 ile trofoblastlarin plazma
membranlarinin yakinlagsmasiyla luminal epitel ile trofoblastlar arasindaki baslangi¢
temast gergeklesmektedir. 20 nm'lik bir uzaklikta birbirlerine paralel olacak sekilde
bulunan bu hiicreler aralarindaki hiicre-hiicre baglantilar1 ile membran altinda

yerlesim gosteren filamentoz ag1 desteklemektedir (11, 25, 31-33).

2. 5. Plasentasyon

Trofoblast hiicrelerinin endometrial stromaya invazyonu ile baslayan, tersiyer
villus yapisinin olusmasiyla sonlanan ve bu sirada plasenta olusumunun gergeklestigi
asama olarak tanimlanmaktadir. Ovulasyondan 7-13 giin sonra baslayan plasentasyon
siirecinde sirastyla primer villuslar, trofoblastlar, sekonder plasental villuslar ve
vitelliis kesesi gelisim gostermektedir. Olusan villus yapilarinin dallanma géstererek
endometrium ile temas kurmasi ve en sonunda da tersiyer villuslarin gelisim
gostermesi ile siire¢ tamamlanmaktadir. Sitotrofoblast ve sinsityotrofoblast olarak
bulunan trofoblastlar, enzimlerin, biiylime faktorlerinin, sitokinlerin, plazminojen
aktivator ve inhibitor faktorlerinin etkileri sonucu kontrol saglamakta ve maternal

damar duvarlariyla birleserek lakuna adli bosluklar1 olusturmaktadirlar (25, 32-34).

2. 6. Postimplantasyon Uterin Yanit

Endometrial stromal hiicrelerin desidual hiicrelere doniismesi, integrin
ekspresyonu ve hiicre dist matriksin tekrar sekillenmesi olarak tanimlanan
desidualizasyon ekstraselliiler matriksteki degisimler ile karakterizedir. Blastosistin
uyarict etkisi, Ostrojen ve progesteron varligi ile implantasyon i¢in Onemli rol
oynamaktadir (25, 26, 29).

Endometriyal stroma ekstraselliiler matriksi gebeligin olmadigi durumlarda, I,
I, V ve VI kollajenleri, fibronektin ve periglandular tenaskin icermektedir.
Desidualizasyon sirasinda hiicre, kollajen IV, heparan siilfat proteoglikan ve laminin

2 ve 4 igeren bir ekstraselliiler matriksi iiretir. Laminin ve kollajen IV, trofoblast
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luminal epitel bazal membranindan bazal luminal epitel hiicre yilizeyine ulasmadan
once yok oldugundan, bunlarin trofoblastlarin substratlari oldugu diisiiniilmektedir.
Insan ve farelerdeki periselliiler matriks tabakasi icine ekstraselliiler matriks tekrar
yerlesim goOstermektedir. Burada bulunan ekstraselliiler matriks bilesenleri
trofoblastlarin adezyon ve gogii i¢in uygun olanlaridir. Luminal epitel ile adeziv
etkilesim ve stroma icine invazyon sirasinda blastokist aktivasyonunun en erken

goriilen olaylarindan kolayca anlasilabilir (25, 31, 32).

2.7. Rho GTPazlar
Rho GTPazlar, kiigiik GTPazlarin (~200 aminoasit) Ras siiper ailesinin alt
ailesini olustururlar (Sekil 1. 2). Rho GTPazlarin sayis1 tiirlere goére c¢ok
degismektedir. Kurtlar ve sineklerde 6; memelilerde 20 tanedir. En iyi ¢alisilan Rho
GTPazlar, RhoA, Racl (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) ve Cdc42’dir
(cell division cycle 42).
Rho GTPazlar molekiiler anahtarlar olarak hareket ederler (Sekil 1. 2, 1. 3, 1.
4). Iki sekilde bulunurlar:
e GDP’ye bagh inaktif durum
e GTP’ye bagl aktif durum

Hiicrede GTP-bagh aktif form ve GDP-bagh inaktif form olmak iizere bu iki
form halinde bulunan ve birbirine doniistim gdosterebilen kiiclik G protein ailesi,
lizofosfatidik asid veya sfingozin-1 fosfat gibi ajanlarla etkilesimleri sonucunda
GDP-bagli inaktif formdan GTP-bagl aktif forma doniisim gostermektedirler.
Rho’nun aktivasyonunu etkileyen ii¢ protein tarafindan doniisiim gergeklesmektedir
(Sekil 1. 3, 1. 4, 1.5). Bunlar:

e Guanin niikleotidi degistirici protein/faktor (GEP veya GEF): Inaktif
Rho-GDP’yi  aktif Rho-GTP’ye doniisiimiinii saglayarak Rho’nun
aktivasyonunu saglar.

e Guanin niikleotidi disosiyasyon inhibitorii, GTPaz ayirici inhibitorler
(GDI): Rho’nun GDP’den ayrilip GTP’ye baglanarak aktivasyonunu ve

nukleotid ayrilmasini engelleyen negatif diizenleyicilerdir.
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e GTPaz aktive edici proteinler (GAP): Aktif Rho-GTP’yi inaktif Rho-
GDP’ye doniisiimiinii saglayarak Rho’nun inaktivasyonunu saglayan negatif
diizenleyicilerdir.

e Reseptorler: Cok sayida G proteini ile kenetlenerek aktivasyonu saglarlar

(Sekil 1. 4) (35-50).

MIRO2 RhoBTB3 i

Sekil 1. 2. Memeli Ras GTP siiper ailesini gosteren filogenetik agac. 20 Rho GTPaz
aile tlyesi 8 alt-aile olarak gruplandirilir. Miro proteineri ve RhoBTBS3,

RhoGTPazlardan ayrilarak siiperaile i¢inde bagimsiz dallar1 olustururlar (51).

Rho GTPazlar GTP’ye baglanip aktiflestiklerinde farkli efektorlere
baglanabilirler ve farkli biyolojik olaylar1 gercgeklestirebilirler. Rho GTPazlar,
hiicrede aktin sitoiskeletin diizenlenmesi, stress liflerinin olusmasi, fibroblastlarin
lokal adezyonu, diiz kas kasilmasinda Ca™ duyarliliginin diizenlenmesi, hiicre

cogalmasi, gocli, adezyonu, gen transkripsiyonu gibi farkli hiicresel islevleri



14

gerceklestirirler. Rho-GTP proteinleri bu islevlerini aktin sitoiskeletini diizenleyerek

gergeklestirirler (Sekil 1.3, 1.4, 1. 5,1. 6) (8, 35-50).

Lipstream signals
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Sekil 1. 3. Molekiiler anahtarlar olarak Rho GTP-azlar (40).
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Sekil 1. 4. Rho ailesi GTP-azlar1 ve diizenleyicileri (39).
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Sekil 1. 5. Rho GTP-azlarin effektorleri (39).

2.7. 1. Rhokinaz (ROCK, ROK)
160 kDa molekiil agirliginda olan bir serin-treonin protein kinazdir. Rho’nun

ilk effektorleri olarak kesfedilen rhokinazlar’in,

e ROCKI (ROCKI, ROCK B, ROKB, Rhokinaz )
e ROCK2 (ROCKIIL, ROCKa, ROKa, Rhokinaz o)

olmak flizere iki izoformu bulunmaktadir. Bu proteinler, bulunduklar1 kromozom,
icerdikleri aminoasit sayisi ve yogunlukla eksprese edilebildikleri yer bakimindan
farklilik gosterir (9). ROCK1 ve ROCK2, aminoasit dizilimi bakimindan %65
benzerlik gosterir. ROCKI1 proteini 1354 aminoasit, ROCK2 1388 aminoasit igerir.
Rhokinaz enziminin nerdeyse her dokuda varlig1 saptanmis olsa da ROCK1, akciger,
bobrek, dalak, karaciger ve testiste; ROCK2 ise beyin ve kalpte daha fazla bulunur
(3,5,7-9, 40,41, 52, 59, 62, 63).
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Rhokinaz 3 ana bolgeden olusur. Bunlar;
e N-terminal bolgesinde bulunan katalitik bolge (kinaz bolge): Her iki
izoformda bu bolge bakimindan % 92°lik bir benzerlik bulunur.
e Orta kistimda bulunan kivrilmis-kivrim (coiled-coil) bolge,
e (C-terminal bolgesindeki plekstrin homoloji bolge (PH): Arasidonik asit, bu
bolgeye baglanarak Rhokinaz’in aktive olmasini saglar.
Kivrilmis bir yapiya sahip olan C-terminal bolgesi ile aktif haldeki Rho’nun
etkilegsmesiyle kinaz bolge aktif hale gelir. Ayrica bu bdlgenin lizerinde Rho’nun

baglandig: bir bolge (Rho baglayici bolge, RBB) bulunmaktadir (41, 50, 62, 63).

2.7. 2. RhoA/Rhokinaz Yolag:

Ilk olarak 1985°te bir Ras homologu Aplysia tiiriindeki bir deniz
salyangozunda klonlanmistir (43, 51). Ardindan Rho A, Rho B, Rho C insanda
saptanmig ve bunlarin hiicre igindeki iglevlerinin benzer oldugu ve efektor
bolgelerindeki aminoasit dizilimlerinin %85 oraninda benzer oOzellik tasidig:
gbzlenmistir. Rho ailesi insanlarda 20 tiyelidir ve 8 alt ailesi vardir (38-74) (Sekil 1.
2.). Rho alt ailesi de amino asit diziliminde %84 oraninda benzer olan RhoA, RhoB
ve RhoC izoformlaridir.

Rho ailesinin tiyeleri:

e Rho (Rho A, Rho B, Rho C, Rho D, Rho E adli izoformlar ve Rho G),
e Rac (Rac 1, Rac 2, Rac 3 adli izoformlar),
e (Cdc42 izoformu,

e TCI10 izoformu’dur.

Rho ailesinde en 6nemli degisiklikler C terminalinde yogunlagmistir (43, 48,
50, 51). RhoA ve RhoC hiicre zarinda yerlesiktir. RhoB ise sitoplazmadaki RhoGDI
ile etkilesirlerken C-ug lipid degisikligine sahip oldugundan endozomal zarlarda
yerlesiktir ve membran reseptdrlerinin endozomal hareketlerini diizenler (46-49).
RhoA genellikle hiicre invazyonunu engellerken, Rho C artirir (50-56). Rho protein
ailesi igerisinde viicutta en fazla bulunan ve eksprese edilebilen ve en ¢ok c¢alisilan
RhoA’dir (38, 51, 54, 56).

Diisiik molekiil agirlikli G proteinleri sentezlendikten sonra palmitoil, farnesil

ve geranilgeranil adli lipidler ile post-translasyonel degisiklikler gecirirler. Bu
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degisiklikler hiicre membranina ve diizenleyicilere baglanmalari, alt effektdrlerini
aktive etmeleri icin gerekli olmaktadir. Geranilgeranil olmus C-terminal ucunun
membrana tutunmasi ile Rho’nun aktivasyonu gergeklesir. Rho, guanin nukleotid

degisiminden sonra bazi alt effektorleri aktive eder. Bunlar;

e rhokinaz (ROCK, ROK),
e protein kinaz N,
e rhophillin, rhotekin,
e citron, p140 mDia
e fosfolipaz D (miyozin fosfotazin miyozin baglayici alt tinitesi)’ dir.
Rhokinaz, kendi kendini fosforile edebildigi gibi c¢ok sayidaki proteinin

fosforilasyonuna neden olarak hiicre ici olaylar1 gerceklestirir (38-74).
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Sekil 1. 6. RHO A yolag:.
https://www.qiagen.com/geneglobe/pathwayview.aspx?pathwaylD=396den
alimmustir (42).

2. 7. 3. Rhokinazin Substratlar:

Rhokinazin yirmiden fazla substrati vardir. ROCK I ve ROCK II’nin katalitik
bolgelerinin %92°lik benzerlikleri nedeniyle ayni substratlari fosforilledigi diistiniilse
de Rho E’ye baglanan ve onu fosforilleyen ROCK I’in yalnizca etkinlik gosterdigi
baska hedefler de bulunabilmektedir (Sekil 1. 6.) (Tablo 1. 1).
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Tablo 1. 1. Rhokinazin substratlari, islevleri ve hiicresel yanitlar1 (45, 58)

Substratlar

islevleri

Hiicresel Yamitlar

Miyozin fosfotazin miyozin

Miyozin fosfotazin inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca™

baglayici alt iinitesi duyarlagmast

(MYPT1)

Miyozin Hafif Zinciri Miyozin F-aktine baglanmasinda artis Stres lifleri olugumu, fokal
(MLC) adezyon olusumu, ndrit

retraksiyonu, hiicre kasilmasi,

hiicre motilitesi

CPI-17 proteini

Miyozin fosfotazin inaktive edici

aktivitesinin aktivasyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca™

duyarlilagsmasi

Kalponin F-aktine baglanmada azalma Diiz kas kasilmasinda Ca'”
duyarlilasmasi
LIM kinaz Kinaz aktivitesinde artis Kofilinin fosforilasyonu

Ezrin/Radiksin/Moesin
(ERM)

Ezrin/Radiksin/Moesin aktivasyonu

Mikrovillus olusumu

Addusin

F-aktine baglanmada artis

Membranal olaylar (ruffling,

hiicre motilitesi)

Na' /H" degis
tokusturucusu (NHE1)

Degis tokusturucu aktivitenin

aktivasyonu

Stres lifleri olusumu

Z1P kinaz (ZIPK) (Zipper

interacting kinaz)

Miyozin fosfotazin inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca™

duyarlilagmasi

CRMP-2

Biiyiime konisi kollapsi

Intermediyer filamentler

(GFAP, vimentin)

Filamentlerin dagilimi

Filamentlerin sitokinez igin

ayrilmasi

PTEN (yeni taméimlanan
fosfotaz ve tensin-

homologu)

Proteinlerin ve fosfoinositlerin
defosforile edilmesi, antiapoptotik etkili
fosfotidilinozitol (PI1)-3 kinaz/ Akt

yolaginin negatif diizenleyicisi

Apoptoz, hiicre adezyonu,

gocii ve farklilagmasi




20

3. GEREC VE YONTEMLER
3. 1. Kullanilan Deney Hayvanlar1 ve Deney Gruplari

Bu ¢alismada, viicut agirliklart 20-40 gram arasinda degisen Mus musculus
cinsi 40 adet eriskin fare kullanildi. Hayvanlar deney siiresince standart pellet yem ve
cesme suyu ile beslendiler. Calisma i¢in Cumhuriyet Universitesi Deney Hayvanlari

Etik Kurulu’ndan 04.10.2010 tarih ve 218 sayili onay belgesi alinmistir (Ek 1).
Deney Gruplan

GRUP-1: 5 giin siire ile 12 saatlik aydinlik ve karanlik periyotlar saglanarak
gebelik olusturulmayan normal &strus siklusunun saglandigi hayvan grubu. Ostrus
siklusu vaginal smear ile belirlendi. Normal Ostrus evresine girdigi kabul edilen
hayvanlara, 5. glinden sonraki 1., 2., 3. ve 4. glinlerde (di0strus, prodstrus, Ostrus ve
metdstrus) ve her giin icin 5 hayvan olmak iizere yiliksek doz anestezik madde
intraperitoneal yoldan verilerek Otenazi uygulanmis ve uterus dokulari incelenmek

lizere alinmustir.

GRUP-2: 5 giin siire ile 12 saatlik aydinlik ve karanlik periyotlar saglanarak,
normal Gstrus evresinin saglandig1 ve gebelik olusturulacak hayvan grubu. 5. giinden
sonra 2’ser disi fare gebelik saglanmasi icin erkek farelerin kafeslerine alindi. Ertesi
giin vajinal plak olusumuna bakilarak vajinal tikag goriilen fareler gebe kabul
edilerek ayr1 kafeslere alindi. Vajinal plagin goriildiigii glin gebeligin 1. giinii olarak
kabul edildi. Gebe hayvanlara, gebeligin 5., 7., 9. ve 11. giinlerinde ve her giin i¢in 5
hayvan olmak iizere, yiiksek doz anestezik madde intraperitoneal yoldan verilerek

Otenazi uygulanmis ve uterus dokular1 incelenmek iizere alinmistir.
3. 2. Kullanilan Cihazlar

e Ben Mari (Leica, Germany)

e Doku Takip Cihaz (Leica, Germany)

e Embedding Oven (MKN Taab, UK)

e Floresan mikroskop (Olympus BX51, Japan)

e Hassas Tart1 (Denver Instrument Company, USA)

e Manyetik Karistiric1 (BIBBY Stuart, UK)

e Mikro Dalga Firin (Arcelik MD 554 Intellwave, Tiirkiye)
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e Mikropipetler -10ul, 20ul, 200ul ve 1000ul- (Gilson, USA)
e Mikrotom (Leica, Germany)

e Masalistli Makro Santrifiij (Mistral 1000 MSE, UK)

e Vorteks

e PH Meter (Metle Toledo MP 2200, UK)

3. 3. Kimyasal Maddeler
e Crystal Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)
e C(ytox
e DAPI
e Eozin (Biooptica, Milano, Italy)
e Gel Mount Aqueous Mounting (Sigma, USA)
e Hematoksilen (Biooptica, Milano, Italy)
e Paraformaldehit (Sigma, USA)
e Phosphate Buffer Saline (PBS) (Sigma, USA)
e Triton X-100 (Sigma, USA)
e Primer Antibody Diluent (Pleasanton, USA)
e Normal goat serum (Santa Cruz, USA)
e Rabbit anti human RhoA monoclonal antibody (Santa Cruz, USA)

e Goat anti-rabbit IgG monoclonal antibody FITCH- conjugated (Santa Cruz,
USA)

3. 4. Doku Preparasyonu
Otenazi sonrasinda uterus dokular1 %10 tamponlu formaldehit ile 30-36 saat fikse
edildi. Doku takip cihaz1 (Leica, Germany) ile artan dereceli etanol ile dehidre

edildikten sonra ksilolle seffaflandirilip parafin i¢inde bloklanda.

3. 5. Isik Mikroskopi

Isik mikroskopik incelemeler i¢in parafine gdmiilen 6rneklerden Leica marka

mikrotom ile aliman 5 pm kalinligindaki seri kesitlere genel morfolojiyi gostermek
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amaciyla hematoksilen-eozin boyama uygulamasi yapildi. Olympus BX51 (Tokyo,

Japan) mikroskobu ile uygun alanlardan goriintiiler alindi.

3. 6. Immiinofloresan Mikroskopi

Parafine gomiilii doku Orneklerinden alinan 4-5 um’lik seri kesitlere asagida

belirtilen islem basamaklar1 uygulandi.

. Deparafinizasyon,

. Azalan derisimlerdeki etil alkol ile hidrasyon,

o Distile su

o Kesitlere antijen retrival (10 mM sitrat tampon pH:6 igerisinde mikrodalga

firmda 95 °C’de 5 dakika kaynatma) uyguland:

o PBS ile kesitler 3 defa yikand1

o Kesitler, PBS-Triton-X 100- % 1,5 Normal goat serum ile 1x5 dakika yikand1
[Normal serum (sekonder antikorun iiretildigi hayvana ait) ile nonspesifik
boyanmalarin engellenmesi i¢in inkiibe edildi]

o PBS-Triton-X 100-% 3 Normal goat serum ile 1x20 dakika yikandi.

o Primer antikorla +4 °C’de 1 gece inkiibe edildi

o PBS-Triton-X 100-% 1.5 Normal goat serum ile 1x5 dakika yikama

. Sonraki asamalar oda 1s1s1 ve karanlik ortamda uygulandi

o Sekonder antikor ile inkiibasyon, 30 dakika

. PBS-Triton-X 100-% 1.5 Normal goat serum ile 1x5 dakika yikama

o Z1t boyama (nukleus boyasi, Cytox) 15 dakika yapildi

o PBS ile yikandi.

o Kapatma mediumu ile kapatma yapildi

. Floresan mikroskop (Olympus BX51, Tokyo, Japan) ile goriintiiler elde
edildi.

. Negatif kontrol kesitlere primer antikor inkiibasyonu yapilmayarak diger

asamalar ayni sekilde uygulandi.
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4. BULGULAR

4. 1. Grup-1 bulgulan

Mus musculus cinsi farelerden gebelik olusturulmayan bir grup olusturularak
bu hayvanlardaki Ostrus siklusu evreleri degerlendirildi. Didstrus, prodstrus, Ostrus
ve metostrus evreleri i¢in 151k mikroskobik c¢alismalar i¢in hematoksilen- eozin
boyama ve immunofloresan mikroskobik caligmalar i¢in RhoA immunofloresan

boyamalar yapildi ve bulgular elde edildi.

Diostrus evresinde; limen kiigiik bir yarik seklinde olup, kiibik-prizmatik
epitel hiicreler, atrofik ve kollabe olmus (¢okmiis) endometrial bezler, siitun

seklindeki uterus mukoza hiicreleri ve stromada polimorfoniikleer 16kositler ve 6dem

goriildi (Sekil 4. 1- Sekil 4. 2).

Proostrus evresinde; limen siviyla dolu oldugu igin prizmatik epitel,
hipertrofik endometrial bezler, mukoza igerisine gomiilmiis I06kositler,

vaskiilarizasyon ve ddem artis1 izlendi (Sekil 4. 3- Sekil 4. 4).

Ostrus evresinde; limenin siskinligi maksimum seviyede, maksimum

boyutta epitel hiicreleri izlendi, 16kosit goriilmedi (Sekil 4. 5.- Sekil 4. 6).

Metostrus evresinde; sivinin azalmasi sonucu liimende vaskiilarizasyon
azalmus, kiibik hiicreli luminal epitelde devam eden vakuoler dejenerasyon ve 16kosit

infiltrasyonunda azalma izlendi. (Sekil 4. 7- Sekil 4. 8 )
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Sekil 4. 1. Didstrus evresinde 151tk mikroskobik bulgular (H-E). BE: Bez

epiteli, E: Endometrium, KD: Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, M:

Miyometrium, P: Perimetrium, UL: Uterus liimeni.
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Tablo 4. 1. Diostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu

ENDOMETRIUM
PMB M LE BE STR EN
SLS BS
RhoA +3 +3 +2 +2 + + +2

BE; Bez epiteli, BS; Bazal stroma, EN; Endotel, LE; Luminal epitel, M; Miyometrial diiz kas
tabakalari, PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, SLS; Subluminal stroma, STR; Stroma,

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Diostrus evresinde, perimetrial-miyometrial bag doku ve miyometrial diiz kas
tabakalarinda kuvvetli ekspresyon goriiliirken; luminal epitel, bez epiteli ve
endotelde orta kuvvette ekspresyon izlendi. Subluminal ve bazal stromalarda ise

ekspresyonun zayif oldugu izlendi (Tablo 4. 1) (Sekil 4. 2).



Sekil 4. 2. Diostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu. BE: Bez epiteli, KD:

Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus liimeni. (NK: Negatif
Kontrol)
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Sekil 4. 3. Proostrus evresinde 151k mikroskobik bulgular (H-E). BE: Bez epiteli, E:

Endometrium, KD: Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, M: Miyometrium,

P: Perimetrium, UL: Uterus liimeni.



Tablo 4. 2. Prodstrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu
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ENDOMETRIUM
PMB STR
LE BE SLS BS EN
RhoA +2 +2 +2 + + +2

BE; Bez epiteli, BS; Bazal stroma, EN; Endotel, LE; Luminal epitel, M; Miyometrial diiz kas

tabakalari,

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, SLS; Subluminal stroma, STR; Stroma,

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Proostrus evresinde, didstrus evresine gore ekspresyon degerlerinde azalma

oldugu gozlendi. Kuvvetli ekspresyon alanlari gostermeyen RhoA, perimetrial-

miyometrial bag doku, limen epiteli, bez epiteli ve endotelde orta kuvvette

ekspresyon gosterirken; miyometrial diiz kas tabakalari, subluminal stroma ve bazal

stromada ise zayif ekspresyon izlendi (Tablo 4. 2) (Sekil 4. 4).
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Sekil 4. 4. Proostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu. BE: Bez epiteli, KD:
Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus lumeni. (NK: Negatif
Kontrol)



L]

Sekil 4. 5. Ostrus evresinde 131k mikroskobik bulgular1 (H-E). BE: Bez epiteli, KD:

Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus liimeni.



Tablo 4. 3. Ostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu
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ENDOMETRIUM
PMB STR
LE BE SLS BS EN
RhoA +2 +2 + + + +

BE; Bez epiteli, BS; Bazal stroma, EN; Endotel, LE; Luminal epitel, M; Miyometrial diiz kas
tabakalari,

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, SLS; Subluminal stroma, STR; Stroma,

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Ostrus evresinde, prodstrus evresine gére eksprese alanlarda azalma belirgin
halde izlendi. Perimetrial- miyometrial bag dokuda ve liimen epitelinde orta kuvvette
ekspresyon goriiliirken; miyometrial diiz kas tabakalari, bez epiteli, subluminal ve
bazal stromalarda, endotelde ise ekspresyonun zayif oldugu izlendi (Sekil 4. 6)

(Tablo 4. 3.)

BE

100

Sekil 4. 6. Ostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu. BE: Bez epiteli, KD: Kan
damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus liimeni. (NK: Negatif Kontrol)
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50,0 poi

Sekil 4. 7. Metostrus siklusunda 151k mikroskobik bulgular (H-E). BE: Bez epiteli,
KD: Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus liimeni.



Tablo 4. 4. Metostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu
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ENDOMETRIUM
PMB STR
LE BE SLS BS EN
RhoA +2 +2 +2 + + +2

BE; Bez epiteli, BS; Bazal stroma, EN; Endotel, LE; Luminal epitel, M; Miyometrial diiz kas
tabakalari, PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, SLS; Subluminal stroma, STR; Stroma,

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Metostrus  evresinde, Ostrus evresine gore RhoA’nin eksprese oldugu
alanlarda artig izlendi. Perimetrial- miyometrial bag doku, liimen epiteli, bez epiteli
ve endotelde orta kuvvette ekspresyon goriiliirken; miyometrial diiz kas
tabakalarinda, subluminal ve bazal stromalarda ise ekspresyonun zayif oldugu izlendi

( Tablo 4. 4) (Sekil 4. 8).
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Sekil 4. 8. Metostrus evresinde RhoA immunolokalizasyonu. BE: Bez epiteli, KD:
Kan damari, L: Lokosit, LE: Luminal epitel, UL: Uterus liimeni. (NK: Negatif
Kontrol)
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4. 2. Grup-2 bulgular:

Gebeligin 5. giinii

Kiibik- prizmatik sekilli hiicreleri ile uterus liimen epiteli, bazal membran ve
subluminal stromada yer alan l6kositler goriildii. Vaskiilarizasyonun fazla olmadig:
5.giinde endometrial bez epitelinde vakuolizasyon ve dejenerasyon goriilmedi (Sekil

4.9).

500 pm

Sekil 4. 9. Gebeligin 5. giinlinde 151k mikroskobik bulgular1 (H-E). AA:
Antimezometrial alan, BE: Bez epiteli, E: Endometrium, KD: Kan damari, L:
Lokosit, LE: Luminal epitel, M: Miyometrium, MA: Mezometrial alan, P:

Perimetrium, UA: Uterin arter, UL: Uterus liimeni.



Tablo 4. 5. Gebeligin 5. giiniinde RhoA immunolokalizasyonu
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ENDOMETRIUM
5.GUN PMB M STR
LE BE SLS BS EN
RhoA + +2 +2 +2 + + +

PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku, M; Miyometrial diiz kas tabakalari, LE; Luminal epitel,
BE; Bez epiteli, STR; Stroma, SLS; Subluminal stroma, BS; Bazal stroma, EN; Endotel,

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Luminal epitel, bez epiteli ve miyometrial diiz kas tabakalarinda orta kuvvette RhoA
ekspresyonlar1 izlendi. Subluminal stroma, bazal stroma, endometrium ve

perimetriumda zayif ekspresyonlar seklinde goriildii (Tablo 4. 5) ( Sekil 4. 10).
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Sekil 4. 10. Gebeligin 5. glninde RhoA immunolokalizasyonu. AA:
Antimezometrial alan, BE: Bez epiteli, E: Endometrium, KD: Kan damari, L:
Lokosit, M: Miyometrium, MA: Mezometrial alan, P: Perimetrium, UA: Uterin arter,

UL: Uterus liimeni. (NK: Negatif Kontrol)
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Gebeligin 7. Giinii

Embriyonun poligonal sekilli biiylik hiicrelerden olusan primer desidua
tabakas1 ile ¢evrelenmis oldugu gorildi. Vaskiilarizasyon primer desiduada
goriilmezken, sekonder desiduada yogun bosluklarla birlikte goriildii. Uterin arter
varligiyla mezometrial alan ve bu alanin zit yoniinde yer alan antimezometrial alanlar
oldukg¢a belirgin olarak izlendi. Luminal epitelin, mezometrial alan ile
antimezometrial alan arasinda bulunan kiibik- prizmatik hiicrelerden olustugu

gbzlendi (Sekil 4. 11).

o LR

Sekil 4. 11. Gebeligin 7.giinliinde 151k mikroskobik bulgular (H-E). AA:
Antimezometrial alan, BE: Bez epiteli, E: Embriyo, KD: Kan damari, LE: Luminal
Epitel, MA: Mezometrial alan, PD: Primer desidua, SD: Sekonder desidua, UA:

Uterin arter.
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Tablo 4. 6. Gebeligin 7. Giiniinde RhoA immunolokalizasyonu

ENDOMETRIUM M PMB DESIDUA
7.GUN | BE LE STR EB BZ PDZ | SDZ
RhoA + +2 + + + +2 + + +

BE: Bez epiteli, BZ: Bazal zon, EB: Embriyo bdlgesi, LE: Luminal epitel,
M: Miyometrium, PDZ: Primer desidual zon, PMB: Perimetrial-miyometrial bag doku,
SDZ: Sekonder desidual zon, STR:Stroma

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon
yok

Embriyo bolgesi ve luminal epitelde orta kuvvette ekspresyon gosteren
RhoA’nin, bez epiteli, stroma, miyometrium, perimetrial- miyometrial bag doku ve

desidua alanlarinda zay1if ekspresyon gosterdigi izlendi (Tablo 4. 6) (Sekil 4. 12).



40

Sekil 4. 12. Gebeligin 7. glnlinde RhoA immunolokalizasyonu. AA:
Antimezometrial alan, BE: Bez epiteli, E: Embriyo, KD: Kan damari, LE: Luminal
Epitel, MA: Mezometrial alan, PD: Primer desidua, SD: Sekonder desidua. (NK:
Negatif Kontrol)
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Gebeligin 9. giinii

Desidua tabakalar1 ve embriyo bolgesi hiicresel morfolojilerine bakildiginda
net izlendi ve bu donemde dev trofoblast hiicrelerinin varligi oldukca belirgindi.

Desidua igerisinde bez ve damar yogunlugunun artis izlendi. Bununla birlikte amnion

ve vitellus kesesinin varlig1 izlendi (Sekil 4. 13).

Sekil 4. 13. Gebeligin 9. giinlinde 151k mikroskobik bulgular (H-E). AK: Amnion
kesesi, BE: Bez epiteli, E: Embriyo, LD (LP): Labirent desidua (plasenta), MD
(MP): Maternal desidua (plasenta), , SD (SP): Spongiyoz desidua (plasenta), YS
(VK): Vitelliis kesesi.



Tablo 4. 7. Gebeligin 9. giiniinde RhoA immunolokalizasyonu
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DESIDUA
9.GUN EB LD SD MD DK EBS PMB
RhoA + +2 + + + - +

EB; Embriyo bdlgesi, LD; Labirent desidua, SD; Spongiyoz desidua, MD; Maternal desidua,
DK; Desidual kapsiil, EBS; Endometrial bazal stroma, PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku,
M; Miyometrial diiz kas tabakalar1

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Labirent desiduada orta kuvvette eksprese olan RhoA’nin, endometrial bazal

stromada ekspresyon gostermedigi ve kalan diger tiim alanlarda zayif ekspresyon

gosterdigi izlendi (Tablo 4. 7) (Sekil 4. 14).
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Sekil 4. 14. Gebeligin 9. giininde RhoA immunolokalizasyonu. AK: Amnion kesesi,
BE: Bez epiteli, E: Embriyo, LD (LP): Labirent desidua (plasenta), MD (MP):
Maternal desidua (plasenta), , SD (SP): Spongiyoz desidua (plasenta), YS (VK):
Vitelliis kesesi. (NK: Negatif Kontrol)
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Gebeligin 11. giinii
Gobek atardamari (arteria umbilicalis), vitellus kesesi, amnion, labirent

desidua ve dev trofoblast hiicreleri oldukca belirgin izlendi (Sekil 4. 15).

200 gem

Sekil 4. 15. Gebeligin 11. giiniinde RhoA immunolokalizasyonu. AK: Amnion
kesesi, DTH: Dev trofoblast hiicreleri, E: Embriyo, GA: Gobek atardamari, LD (LP):
Labirent desidua (plasenta), MD (MP): Maternal desidua (plasenta), SD (SP):
Spongiyoz desidua (plasenta), YS (VK): Vitelliis kesesi.



Tablo 4. 8. Gebeligin 11. giiniinde RhoA immunolokalizasyonu
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DESIDUA
11.GUN EB LD SD MD DK EBS PMB
RhoA +2 +2 +3 +2 + + +

EB; Embriyo bolgesi, LD; Labirent desidua, SD; Spongiyoz desidua, MD; Maternal desidua,
DK; Desidual kapsiil, EBS; Endometrial bazal stroma, PMB; Perimetrial-Miyometrial bag doku,
M; Miyometrial diiz kas tabakalar1

+3; Kuvvetli ekspresyon, +2; Orta kuvvetteki ekspresyon, +; Zayif ekspresyon, -; Ekspresyon yok

Spongiyoz desiduada kuvvetli, labirent ve maternal desiduada orta kuvvette

ekspresyon gosterirken RhoA’nin geri kalan alanlarda zayif ekspresyon gosterdigi

izlendi(Tablo 4. 8) (Sekil 4. 16).
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" 100 pm

200 pm

Sekil 4. 16. Gebeligin 11. giinlinde RhoA immunolokalizasyonu. AK: Amnion
kesesi, DTH: Dev trofoblast hiicreleri, E: Embriyo, GA: Gobek atardamari, LD (LP):
Labirent desidua (plasenta), MD (MP): Maternal desidua (plasenta), SD (SP):
Spongiyoz desidua (plasenta), YS (VK): Vitellus kesesi. (NK: Negatif Kontrol)
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5. TARTISMA

Embriyonun uterin kompartmanina implantasyonu, embriyonun endometrial
epitele tutunmasini ve embriyonun endometrial stroma i¢inde invazyonunu igeren
cok basamakli bir siiregtir. Embriyonun endometriuma implantasyonu gebeligin
olusmasi igin gereken kritik ¢ok basamakli siirectir. Implantasyon basarisizlig
infertilitenin en biiyiik nedenidir ve yardimla iireme tekniklerinin basarisinin oniinde
onemli bir engel olusturur. Embriyo-uterus diyalogu biiyiime faktorleri, sitokinler,
transkripsiyon faktorleri, lipid medyatorleri igerir.  Bu yapilar hep birlikte
embriyonun uterus epiteline tutunmasini ardindan da embriyonun endometrial
stromaya invazyonunu saglarlar. Endometrium, menstural doéngii boyunca yogun
remodellenme ve tamir olaylarim1 gegiren ¢ok dinamik bir organdir. Ovaryal
hormonlara, sitokinlere, biliylime faktorlerine yanit olarak gerceklesen tekrar
modellenme, genel doku tamir mekanizmalariyla bir¢cok ortak 6zellik gosterir. Bu
siire¢ gbcsel fenotip, sitoiskeletin tekrar kurulmasi ve hiicre-matriks-bagimli
sinyalleme ile karakterizedir. Endometriumda bulunan propteolitik enzimler, biiytime
faktorleri ve kemokinlerin menstruasyonu takiben doku yenilenmesinde ve tamirinde
onemli olduklaria inanilmaktadir (51).

Memelilerde implantasyon, blastosist asamasindaki embriyo ile reseptiv
endometrium arasindaki diyalog sonucu meydana gelen en karmasik biyolojik
olaylardan biridir. Bu siirecte, blastosist tarafindan uterinal dokuda bircok genin
ekspresyonu indiiklenir, sonrasinda blastosiste komsu epitelde adezyonu saglayan
yeni molekiiller agiga cikar, endometrial stroma hiicreleri epiteloid o6zellikteki
desidua hiicrelerine farklilasirken ekstraseliiler matriks bilesimi de tamamen degisir.
Ozellikle kemiricilerde ileri derecede invaziv Ozelliklere sahip blastosistin
antimezometrial alana adezyonundan sonra implantasyon bélgesinde anjiogenez,
plasentasyon, matriks yikimi, invazyon kontrolii ve apoptozu ydnlendiren yeni
molekiillerin katilimiyla siire¢ daha da karmasik bir hal alir (10-12, 33).

RhoA, RAC1 ve CDC42 hiicre gocii ve sitoiskeletin tekrar diizenlenimi gibi
hiicre islevlerini kontrol eden Rho GTPaz ailesinin tyeleridir (39). Grewal ve
arkadaslar1 endometrial stromal hiicre kompartmanlarindaki Rho GTPaz aktivitesinin
fare embriyosunun stromaya invazyonunun ilerlemesini diizenlemede ¢ok 6nemli bir
roli oldugunu gostermistir (8). Aymi arastiricilar Rho GTPazlar ve bunlarin

downstream sinyal yolaklarinin endometrial stromanin, stromal hiicre gocilnii
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diizenleyerek remodellenmesini degistirdigini de ileri siirmiislerdir (8). Bu olay
kismen Rho GTPazlarin fokal adezyon dinamikleri iizerine etkileri ile
gergeklestirilebilir.

Insan endometriumu proliferasyon ve sekresyon evrelerinde Onemli
degisiklikler gosterir. Bu siire¢ ¢cok iyl mekanizmalarla kontrol edilir, endometriumu
bu fazlardan gecirip dokuyu implantasyona hazirlar (27, 33). RhoA proteini erken
proliferatif ve midsekretuvar evrede glandular epitelyumda 6nemli Olgiide azken
desiduadaki stromal hiicrelerde 6nemli miktarda RhoA gosterilmistir (39, 52). Rat-2
fibroblastlarda RhoA’nin sitoplazmanin her tarafinda flokiiler tarzda floresan
boyandigi; hiicre zarinda da az miktarda bulundugu gosterilmistir (46).

Rho/Rhokinaz yolagi, damar diiz kas kasilmasini saglamakla birlikte fasudil
adli rhokinaz inhibitérii inflamatuar aterosklerotik lezyonlarin gelismesini
onlemektedir. Spontan hipertansif siganlarda yapilan bir ¢calismada bu hayvanlarda
agonistle indiiklenen Rho-aracili Ca™ duyarlihigin arttig1 saptanmustir (58, 63). Kalp
nakli sonrasi gelisen vaskiilopatinin dnlenmesinde fasudil tedavisinin uzun siireli
kullaniminin rol oynadig: bildirilmistir (61, 62). Diger bir ¢alismada ise ROCK-2
enziminin sigan superior mezenterik arterinde eksprese edildigi ve damar yatagi
perfiizyon basincinin kontroliine katki sagladigi gosterilmistir (63, 71). Rhokinaz
inhibitorlerinden  Y-27632’in  aritmilere  kars1  miyokardi  korudugu ve
hidroksifasudil’in kopek efor anjinasindaki myokardiyal iskemiyi Onledigi
saptanmistir. Rho/Rhokinaz yolaginin hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter
hastaligi, aritmi, diyabetik komplikasyonlar ve hipertrofik kalp yetmezligi gibi
kardiyovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir terapotik hedeftir. Gelecekte bu yolagi
inhibe eden ilaglarin tedavide yer almasi yiiksek bir olasilik olarak goriinmektedir
(59-78).

Rhokinaz’in kobay ileumunda, agonistle indiikklenen artmis myozin
fosforilasyon diizeylerine diiz kas kasilmasina aracilik ettigi goriilmiistiir (63-73).
Baska bir calismada ise rhokinaz enziminin gastrik fundus diiz kasinda agonist,
ndronal ve depolarizasyonla olusturulan kasilmalarin tiimiine katildig1 ve kolinerjik
sinirlerden norotransmiter, asetilkolin salinmasinda etkili oldugu saptanmistir. Hava
yolu diiz kas tonusunun diizenlenmesinde Rho-aracili sinyalin Ca™ duyarlasmasi
yoluyla islev gormektedir. Rhokinaz yolagmin hava yolu duyarhilik artis1
durumlarinda hayvan modellerinde etken oldugunu gostermistir (63, 77). Bununla

birlikte rhokinaz inhibitorii olan Y-27632 inhalasyonu, asetilkolin ve ovalbumin ile
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indiiklenen solunum yolunda rezistans artisin1 engellemistir. Ayrica pulmoner
hipertansiyonda etkili olan rhokinaz inhibitorlerinin selektif vazodilatasyonda da
etkili oldugu goriilmiistiir (59-66). Rhokinazin, serebral damar yataginda vaskiiler
direng ve kan akiminin kontroliine etkisi de saptanmistir (59-66). Rhokinaz
aktivitesinin deneysel kopek subaraknoid kanama modelinde arttigini gosteren bir
calismada Y-27632’nin arteriyel diiz kas hiperkontraksiyonunu oOnledigi de
saptanmistir (59-66, 79).

Iyicil prostat hiperplazisinin giiniimiizdeki tedavisi prostat hiicrelerinin
¢ogalmasini inhibe etmek veya tonusunu azaltmaktir. Prostatik diiz kas hiicrelerinde
Rho-kinaz inhibitorlerinin antiproliferatif ve gevsetici etkisinin oldugu gosterilerek
tyicil prostat hiperplazisi tedavisinde Rho-kinaz inhibitérlerinin kullanilabilecegi 6ne
stiriilmiistiir (78, 79).

Akdz ve vitroz humordan kaynaklanan biiyiime faktdr ve hormonlar lens
epitelyum hiicrelerinin biiylime ve gelismesini diizenler. Biiylime faktorleri lens
hiicrelerinde aktin hiicre iskelet yapisi tizerinde etkilidir. Biiylime faktorlerinin Rho-
GTPaz aktivitesini uyardig1 gosterilmistir. Rho/Rho-kinaz yolaginin, biiyiime
faktorlerinin olusturdugu hiicre iskeleti reorganizasyonunda Onemli downstream
effektor oldugu ortaya konmustur (80)

Meme kanserinde ROCK1 ve ROCK2 genlerinin etkilerinin arastirildig: ve
ROCK 1 geninin etkisinin ¢alisildigi bir ¢alismada, ROCK 2 geni Thr431Asn
polimorfizminin etkili olabilecegi goriilmiistiir (81).

Insan gebe myometriumunda, ROCK 1 ve ROCK 2 izoformlarmin artti
gosterilmistir. Rho-kinaz inhibitérii Y-27632°nin oksitosinle olusan kontraktil
aktiviteyi doza bagimli olarak azalttig1 ortaya konmustur. Rho-kinaz inhibitorlerinin
erken dogum tehditinde yeni tokolitik ajan olarak kullanilabilecegi one stiriilmiistiir
(69).

Ark ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, normal ve preeklamptik insan
plasentalarinda ROCK 2 ekspresyonlar1 incelenmis. Calisma sonucunda ROCK 2
enziminin preeklamptik plasentalarda arttig1 ve aktif ROCK 2 enziminin 6l¢iilebilir
diizeyde oldugu gosterilmistir (82). Calismamizda da gebeligin 9. giiniinde labirent
desiduada yogun eksprese olan Rho 11. giinde artis gostererek hem labirent desidua
hem de maternal desidua bulunmasi, RhoA’nin preeklempsi ve bununla birlikte
apoptozda etkin rol oynayabilecegini diisiindiirmektedir. Rhokinaz inhibitorlerinden

Y-27632’nin gebelik siirecinde erken doguma neden oldugu one siiriilen bir
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arastirmaya bakilarak, inhibitorii ile antagonist halde calisan ve bulunan RhoA’nin

erken dogumu engelleyebilecegi 6ne siiriilebilir(69).

RhoGTPazlarin epitelyal tiibiil formasyonu iizerinde yapilan bir ¢alismada
epitel hiicrelerinin hiicresel baglanti yerlerinin ve fonksiyonlarmin kontroliiniin
Rho/Rhokinaz yolagi kontrolii ile gerceklestigi vurgulanmistir(60). Calismamizda
preimplantasyon dénemi boyunca RhoA’nin bez epiteli, luminal epitel ve endotelde
yogun ekspresyon gostermesi, RhoA’nin epitelyal tiibiil olusumunda 6nemli roller
istlenebilecegini diisiindiirmektedir. Preimplantasyon siiresi boyunca endotelde
yogun halde eksprese olan RhoA’nin, integrinlerle isbirligi ile ¢alisarak anjiogenez
basta olmak {iizere anti-anjiogenez ve timdr olusumunda belirleyici rol oynadigini

diistinmek olasidir.

Insan endometriumunda ve desiduasinda RhoA’nin siirekli bulundugunu
kanitlanmistir (8). Farelerle yaptigimiz ¢alisma sonucunda da preimplantasyon
doneminde liimen epiteli ve bez epitelinin RhoA ile kuvvetli eksprese oldugu,
gebeligin 5. ve 7. gilinlerinde de liimen epitelinde, 9. giinde labirent desiduada ve
11.glinde de spongiyoz desiduada daha kuvvetli olmak iizere desiduanin biitiiniinde

ve embriyoda RhoA’nin eksprese oldugu goriilmiistiir.
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6. SONUC ve ONERILER

Sonuclar;

v

RhoA’nin, pre ve postimplantasyon siirecinde fare endometriumunda

ekspresyon gosterdigi, dolayisiyla

Basaril1 bir implantasyonun gerceklestirilebilmesinde etkin rol oynadigi,

RhoA sinyal yolaginin tek basina ve/veya bagka sinyal yolaklariyla birlikte

onemli roller iistlendigi,

RhoA’nin hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve gogii gibi olaylardaki etkileri
bilinerek desidualizasyon basamagindan baglayarak embriyo gelisimi de dahil

pek cok olayda 6nemli olduklari,

sonuglarina ulagilmistir.

Oneriler;

v

RhoA’nin ve Rho ailesi iiyelerinin {ireme biyolojisinde, infertilite ve diisiikle
sonuclanan gebeliklerin tedavisinde onemli rolleri oldugu diisiiniilerek bu

alanlarda daha fazla aragtirma yapilmalidir.

Kanser tan1 ve tedavisinde Rho ailesi ve RhoA’nin etki mekanizmalarinin
daha 1iyi anlagilip tedavi uygulamalarina yonelik calismalara agirlhik

verilmelidir.

Hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, aritmi, diyabetik
komplikasyonlar ve hipertrofik kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar i¢in Rho/Rhokinaz yolaginin etkisi daha iyi anlasilarak gelecekte

tedavi hizmetlerinde kullanilmalidir.
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