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OZET

Ehrlich Asit Tiimorii Tasityan Swiss Albino Tiirii Farelerde Rho-kinaz
Inhibitorlerinden Y-27632 Maddesinin Antitiimoral Etkisinin in vivo

Olarak Arastirilmasi.

ISLER Derya
Yiiksek Lisans Tezi, Biyoloji Boliimii
Danisman: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
Agustos 2011, 89 sayfa

Sinyal iletiminden sorumlu olan Rho proteinleri ve effektorlerinden biri olan Rho-
kinaz hiicre tipine bagli olarak kontraktilitede, hiicre permeabilitesinde, migrasyonda
ve proliferasyonda degisiklige ve apoptozise neden olabilir. Biitiin bu fonksiyonlar,
kanser gelismesi ve ilerlemesi i¢in olduk¢a Snemlidir. Bu c¢alismada, Rho-kinaz
inhibitorlerinden Y-27632 maddesinin Ehrlich asit timorii (EAT) tasiyan Swiss
Albino tiirii farelere intraperitonal olarak verilerek Iin vivo da antitiimoral etkisi
arastirilmistir. Altist deney, licli kontrol olmak iizere dokuz grup olusturulmustur.
(Her bir grupta n=10) Calisma Y-27632 (0,1-1-10 mg/kg/giin) inhibitér maddesiyle 2
asamal1 olarak (tiimdr Oncesi ve tiimor sonrasi) yapilmistir. Deney siiresince tiim
gruplarin kilo degisimleri kaydedilmistir. Her iki asamali ¢alismanin sonucunda
hayvanlar eter anestezisi altinda sakrifiye edilmistir. Hayvanlarin ince barsak ve
kalin barsaklar1 alinmis ve incelenmistir. Deney baslangicinda ve sonrasinda EAT
hiicreleri cedex XS cihazinda sayilmis ve kiyaslama yapilmistir. Tiim gruplarda
tiimdr ylikiinden dolay1 kilo artis1 gézlenmistir. Elde edilen bulgulara gore, timor
oncesi ve timor sonrasi gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda tiimor Oncesi
ikinci gruba ait Y-27632 maddesinin 1 mg/kg olan dozunun EAT’ye kars1 etkili
oldugu belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Rho-kinaz, Y-27632, Ehrlich, antitiimoral



ABSTRACT

In vivo Investigation of the Antitumoral Effect of Rho-kinase
Inhibitor Y-27632 Against to Ehrlich Ascites Tumor

in Swiss Albino Mice

ISLER Derya
Master Thesis, Biology Department
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet OZASLAN
August 2011, 89 pages

The Rho proteins which are responsible for signal transduction and Rho-kinase
which is one of the Rho proteins cause contractility, cell permeability, differentiation
in migration and proliferation and apoptosis depending on cell types. All of these
functions are vital for cancer initiation and progression. In this study, in vivo
antitumoral effect of Rho kinase inhibitor Y-27632 aganist to Ehrlich ascites tumor
(EAT) in Swiss albino mice was investigated. Nine groups; six experimental, three
control groups were included (for each group n=10). Y-27632 (0,1-1-10 mg/kg) was
given to groups as two steps before and after treatment. During experiment, weight
changes of all animals were recorded. All animals were sacrified by ether anesthesia
and intestine and colon tissues were taken and investigated pathologically. EAT cells
were counted by cedex XS cell counter before and after experiment. According to
data when before and after tumor groups compared, it was determined that 1 mg/kg
dose Y-27632 belonging to second before tumor groups was determined to be

effective against to EAT.

Key words: Rho-kinase, Y-27632, Ehrlich, Antitumoral
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1.GIRIS

Kanser hastaligi, yillardir tiim diinyada en 6nemli 6liim nedenlerinden biri olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saghk Orgiitii, 2020 yilinda diinyadaki tiim yeni
kanser hastalarinin %70’nin gelismekte ve geri kalmis iilkelerde olacagini

bildirmektedir (Ozyilkan, 2005).

Kanser hastaliginin adi, adinin verdigi korku, gelecek kaygisi, hastalik ve tedavi
stirecinde yasanabileceklerin yarattig1 stres, hasta ve hasta yakinlarini higbir hastalik
grubunda olamayacak kadar ¢ok olumsuz etkilemektedir (Northouse, 1988; Kayaalp,
1995; Kusch vd., 2000; Murray, 2000; Murray, 2002; Ozyilkan, 2005). Bu yiizden
biitiin kanser hastalarinin yasamlari siiresince unutulmamasi gereken kavramlardan
en Onemlisinin ‘Yasam Kalitesi’ kavrami oldugunu goriiriiz. Yasam kalitesinin
arttirilabilmesi i¢in bu hastalarin gerek kiiratif tedavileri gerekse destek tedavilerinde
gerekli olan uygun ilag, beslenme vb. gibi 6zel ihtiyaglariin belirlenmesi gereklidir
(Ozyilkan, 2005). Bundan dolay1 deneysel kanser aragtirmalarmin ve yeni deneysel

modellerin mutlak gerekliligi karsimiza ¢ikmaktadir.

Deneysel kanser arastirmalarinin yapildigir ii¢ yilizyillik donem iginde ozellikle
kimyasal karsinojenler ile spontan veya transplante edilebilen tiimorlerin
kullanilmast 6n plana ¢ikmaktadir. Kanser arastirmalarinda kullanilan spontan veya
indiiklenen timor modelleri i¢in ¢ok sayida hayvan, fazla miktarda maddi olanak ve
uzun zaman gerektiginden, bir¢cok arastirmaci tarafindan daha az tercih edilmislerdir.
Dolayisiyla 6zellikle 1950°1i yillardan sonra transplante edilebilen tiimorlerin
olusturdugu modellerin tercih edildigi kanser aragtirmalari 6n plana g¢ikmaktadir
(Zeybek, 2003). Bu ¢alismada tiimor degerlendirmesi ve izlenmesi agisindan kolaylik
saglayan transplante edilebilir tiimor modellerinden biri olan EAT (Ehrlich Asit

Timorii) se¢ilmistir.

Son yillarda deneysel kanser modellerinin gelistirilmesiyle birlikte, kanser

arastirmalarinda 6nemli bir yere sahip olan kemoterapi i¢in yeni antikanser ilaglarin



gelistirilmesi hiz kazanmistir. Glintimiizde bu dogrultuda 6zellikle sinyal ileti yollari
tizerinde durulmakta olup Ozellikle kanser gelisiminin farkli evrelerinde rol alan

protein kinaz aktiviteleri arastirilmaktadir.

Sinyal ileti proteinlerinden Rho kinaz bir serin-treonin protein kinazdir. Bugiine
kadar en az 2 izoformu tanimlanmistir (Fukata vd., 2001). Bunlar; ROCK1 ve
ROCK2 olarak isimlendirilir. ROCK1 yaklasik 1354 aminoasit ve ROCK2 1388

aminoasit dizisinden olusmaktadir.

Rho/Rho kinaz yolaginin aktivasyonu, aktin reorganizasyonunda, hiicre hareketi ve
migrasyonunda, hiicrelerin birbirlerine ve matrikse olan adezyonunda, hiicre
siklusunun diizenlenmesinde, gen ekspresyonlarinda ve apoptozda anahtar rol
oynamaktadirlar. Biitiin bu fonksiyonlar, kanser gelismesi ve progresi i¢in oldukca
onemlidir (Shi ve Wei, 2007; Somlyo ve Somlyo, 2000 ; Santos vd., 1997; Boettner
ve Aelst, 2002). Bu ozellikleriyle Rho-kinaz kanser olusumu ve gelisiminde 6nemli
olan tiimor hiicrelerinin invazyonunda ve invaze olan tiimor hiicrelerinin ¢ogalip
metastaz olusturmalari i¢in gerekli olan anjiojenezi uyarirlar. Bu bilgilere dayanarak
Rho-kinaz inhibisyonunun, yeni antikanser ilaglarin gelisimi i¢in timit vaat eden

hedefler gibi goriindiigii diistintilmektedir (Fritz ve Kaina, 2006).

Rho-kinaz enzimini inhibe eden ajanlar arasinda, Y-27632, fasudil (HA-1077),
hidroksifasudil, Y-32885, Y-39983, H-1152P, SLx-2119, azabenzimidazol-
aminofurazanlar (GSK-269962A ve SB772077) ve W{-536 gibi bircok madde
bulunmaktadir (Liao vd., 2007). Son yillarda yapilan deneysel caligmalarda 6zellikle
Rho-kinaz inhibitdrlerinden biri olan Y-27632 maddesi kullanilmistir. Ancak yapilan
literatiir taramalarinda in vivo da anti-tiimoral etkisinin incelendigi bir ¢alismaya

rastlanmamustir.

Bu ¢aligmada Rho-kinaz inhibitorlerinden olan Y-27632 inhibitér maddesinin in vivo
kanser modelinde etkinligi denenmek istenmistir. Bu nedenle Y-27632 maddesinin
anti-timoral etkisini Swiss Albino tiirli farelerde olusturulan sivi Ehrlich Asit Tiimori

(EAT) tizerinde in vivo olarak test etmek amaglanmstir.



1.1. Deneysel Kanser Modelleri

1.1.1. Tarihge

Erken donem tibbi kayitlar incelendiginde kanserin bir hastalik olarak tanimlanmasi
tip tarihi kadar eskidir. Kanserin acgiklanmaya calisildig:r yaklasik 7 adet papirus
incelendiginde, bu konuda bir dereceye kadar bilgi edinilebilmektedir. Kanser
caligmalariyla ilgili ilk yazili kaynaklar olan bu papiruslar ancak 19.yy’da
aydinlatilabilmigtir. 7 adet papirus iginde 6nemli yer tutan Edwin Smith ve George
Ebers papiruslarindan anlasildig1 iizere M.O. 2500°1ii yillarda ilk kanser arastirmalari
baslamis, M.0O.1600 civarinda ise bu arastirmalar yazili dokiimanlar halinde

toplanmistir (Zeybek, 2003).

M.O. 2400’li yillara ait Peru Inka belgelerinde malign melanomlarin lezyonlari
anlatilmaktadir. Bunun yaninda papiriis ve hiyerogliflere gore o donemlerde kotii
huylu olanlardan iyi huylu olanlara kadar bir siniflandirma yapilmis, bazi kemik

tiimori ve osteosarkomlardan soz edilmistir (Zeybek, 2003).

M.0.400’lii yillara gelindiginde 6zellikle Yunanistan ve Roma’da Hipokrat ve Galen
gibi biiylik hekimlerin i¢inde bulundugu arastirmact doktorlarin kanser tanimlamasi
ve tedavisinde Onemli gelismeler kaydettikleri gdze ¢arpmakta, kanserin tehlikeli

olan veya olmayan formlar1 bulundugundan bahsedilmektedir (Zeybek, 2003).

M.S. 500’1i yillardan itibaren viicutta olusan koyu renkte, safraya benzer bir sivinin
hizli artig gostermesinin kanserlesmeye neden oldugu ve bu olusumun erken evrede
tespit edilmesi durumunda tedavi edilebilecegi goriisii destek bulmus ve hemen

hemen 16. yiizyila kadar bu diisiince gecerliligini korumustur (Zeybek, 2003).

M.S.1000’1li yillarin baslarinda Tiirk alimi Ibn-i Sina’nin kisaca “Kanun” diye
adlandirilan ve 12.yy’da Latinceye de cevrilen eserinde tedavi ve farmakolojik

acidan kansere yaklasimi goze ¢arpmaktadir (Zeybek, 2003).



16.yy’a gelindiginde beyaz arsenik ve Arap zamkindan olusan bir merhem ile
kanserli derinin tedavisinde uygulamalar yapilmistir (Marsden’ in merhemi)

(Zeybek, 2003).

1600’1i yillar icinde Harvey otopsi ¢alismalariyla tiimor 6zelliklerini gdstermeye

calismistir (Zeybek, 2003).

17. Yizyilin ilk donemlerinde Fransiz hekim Claude Gendron kanserin yayilma
prensibini reddetmis ve siki bir baglanmayla lokalize oldugunu, kitlesini arttirip

ilaglar ile tedavi edilmeyecek duruma geldigini iddia etmistir (Zeybek, 2003).

18. Yiizyila, hekim Jean Astruo ve kimyaci Bernord Peyrille, deneysel onkoloji ve
kanser tanisi ile ilgili g¢esitli arastirmalar gergeklestirip kanser tanisi, g¢evresel
faktorlerin kansere etkisi ve kanser hastalarinin 6zel tedaviye alinmalar1 yoniinde

calismalar yapmislardir (Zeybek, 2003).

19. Yiizyilda ise mikroskoplardaki gelismelere paralel olarak, ozellikle hiicresel
patoloji arastirmalar1 yapan Rudolf Virchow tarafindan kanserin bilimsel patolojik
temelleri atilmistir. Bu sayede mikroskobik patoloji ile kanser cerrahisi birlikte

onemli ilerlemeler kaydetmistir (Zeybek, 2003).

20.yy’1n erken donemlerinden itibaren “giiniimiizde dahil” canli organizmalarin yapi,
fonksiyon ve kimyasinin aydinlatilmasiyla birlikte kimyasal karsinojenler, hiicre
kiiltiirii, tan1 teknikleri, kemoterapi ve genetik manipiilasyonlar gibi alanlarda kanser
aragtirmalart hiz kazanmistir. Diger yandan 19.yy’la beraber, 6zellikle kimyasal
karsinojenlerin  kullanildig1, ilk kayith, deneysel kanser ¢alismalart goze

carpmaktadir (Zeybek, 2003).

1874-1878 yillar1 arasinda Edinburgh Universitesi biinyesinde tavsanlarda meme

kanseriyle ilgili arastirmalar yapilmistir (Zeybek, 2003).

Ehrlich, 1907 yilinda, albino bir farenin meme bezinden ¢ikartilan Ehrlich Mouse
Carcinoma’dan tiiretilen EAT modelini ortaya koymustur (Zeybek, 2003).



1911 yilinda Tokyo Universitesi’nden tavuklarda viral kaynakli kanser modeli

uygulamalar1 olmustur (Zeybek, 2003).

1915 yilinda yine Tokyo Universitesi’nde tavsan derisine ilk defa kimyasal

karsinojen (komiir katrani) uygulanmistir (Zeybek, 2003).

1910-1915 yillarinda Jensen’in “Jensen Rat Sarcoma” y1 deneysel kanser

calismalarina kazandirdig: goriilmektedir (Zeybek, 2003).

1950’11 yillardan sonra Wilm’in, transplante edilebilen sican renal timdriinii
kullanmaya baglamasiyla transplante tiimor modelleri 6n plana ¢ikmistir. Bununla
birlikte ortaya konan degisik tiimér modellerinin gelisimi ile birlikte ¢esitli anti-

karsinojen ajanlarin denenmesinde hizli bir artis gézlenmistir (Zeybek, 2003).

1940’11 yillarin ortalarinda Gilman’in lenfomaya kars1 alkillenmis ajanlarla yaptig

sistemik kanser tedavisi ilk 6nemli ilag etkilerini ortaya koymustur (Zeybek, 2003).

1975’te insan melanom, akciger, kolon ve gogiis kanserlerine benzeyen solid ve
transplante edilebilen tiimér modelleri paneli NCI tarafindan olusturulmustur

(Zeybek, 2003).

1980’11 yillar ile beraber, kolon, akciger ve meme insan timor xenograftlarinin

kullanilmasi, tiimor spesifik uygulama kolaylig1 getirmistir (Zeybek, 2003).

1985 sonrasinda transgenik hayvan iretiminin gelisimiyle, bu &zellikteki fareler
alternatif bir bagka uygulama alani yaratmistir. Transgenik hayvanlar bilinen bir
genin diizensiz c¢aligmasindan dogan onkojenik fenotip arastirmalarinda 6nemli

model olmuslardir (Zeybek, 2003).
1.1.2. Deney Hayvanlarimin Kullanim
Kanser alaninda uygulanan tedaviler ge¢misten gilinlimiize kadar farkli teknikler

kullanarak veya sistemli ila¢ uygulamalari ile gelisme kaydetmistir. Yalniz hangi

metot kullanilirsa kullanilsin ilag gelistirme arastirmalarinda hayvan modellerinden



yararlanmak bir yerde zorunluluk géstermektedir. Ciinkii son yillarda 6n plana ¢ikan
hiicre kiiltiirli veya molekiiler biyoloji tekniklerine ragmen, uygulanan ajanlara karsi
metabolizma cevabinda yasanan eksiklikler, hayvan modellerinin kullanimin1 6nemli
kilmaktadir. Bunun birlikte hayvan modelleri ilag dozuna bagimli toksisiteyi
belirlemede, ilacin metabolik O6zelliklerini veya doku ile hiicrelerarasi dagilimini
gbzlemede, doz siddetini kolaylikla saglamada ve tiimor ilerleme durumunu ortaya

koymada artan bir 6neme sahiptir (Zeybek, 2003).

Ancak kanser ila¢ aragtirma ve gelistirmelerinde kullanilacak deneysel modellerin
secimi ¢ok Onemlidir. Kullanilacak kanser modeline en iyi cevap alinacak,
uygulanacak tiimoriin biyolojik 6zelliklerini ve ilaglarin sitotoksik etkilerini istenil-
digi sekilde gbsterecek deney hayvanini se¢gmek, tiimor olugma sansini arttirmak icin

en uygun tiir, soy, yas ve cinsiyeti saptamak 6nemlidir (Zeybek, 2003).

1.1.3. Kimyasal veya Fiziksel Karsinojenler ile Olusturulan Modeller

Cesitli kimyasal ajanlari, deney hayvanlarina degisik yollarla vererek (intraperitonal,
intravendz, subkutan v.s.) Dbirbirinden farkli 06zellikte timdér modelleri
olusturulabilmektedir. Ancak burada kullanilacak karsinojenlerin uygun sartlarda
saklanarak hem arastirictya hem de cevresindeki diger kisilere zarar vermesini
onlemek Onemlidir. Diger yandan hazirlanis sekilleri, uygulama yollari, uygulama
sonrast karsinojenin etki mekanizmasi iyi belirlenerek en verimli ¢alisma modeli

ortaya konmalidir (Zeybek, 2003).

1.1.4. Spontan veya Transplante Edilebilen Tiitmor Modelleri

Bu grup i¢inde bulunan transplante edilebilen tiimoér modelleri spontan olusan
timorlerden elde edilen siispansiyonlardan tiiretilmektedir. Bu tiimér modelleri
insan kanser tiplerine kinetik Ozellik agisindan benzerlik gdosterirler. Ayrica
karsinogenezin biyolojisinin  anlasilmasinda ve yeni antikanser ilaglarin

gelistirilmesinde 6nemli rol oynayan modellerdir (Zeybek, 2003).



1.1.4.1. Ehrlich Deneysel Tiimor Modeli

Elde edilisinden bu yana pek c¢ok arastirmaya konu olan deneysel hayvan
timorlerinden biri olan EAT, ilk olarak disi bir farede spontan meme
adenokarsinomasi olarak ortaya ¢ikmis (Aktas, 1996; Taskin, 2002) ve Ehrlich &
Apolant (1905) tarafindan tiimor parcalar1 fareden fareye deri altina transplante
edilerek deneysel tiimor haline getirilmistir. 1932 yilinda Loewenthal ve Jahn (1932)
bu tiimoriin farelerin peritonunda sivi halde biiyiiyen formunu elde etmeyi
basarmiglar ve peritonda hiicrelerin yani sira asit sivist da olustugu icin tiimor

Ehrlich Ascites Tiimorii adini almastir.

Lettre vd. (1972) yaptig1 caligmalarla 2. Diinya savasi sirasinda hem bu tiimdriin
devamini saglamis hem de tiimori kalitatif ve kantitatif bakimdan kanser
arastirmalar1 i¢in uygun bir test sistemi haline getirmistir. 1948 yilindan sonra ise
EAT hiicreleri arastirmalarda kullanilmak iizere hizla diinyadaki arastirma
enstitiilerine yayilmistir. EAT diferansiye olmamis bir timordiir. Transplante
edilebilme orani yiiksek olan, regresyon gostermeyen, hizli proliferasyona, kisa
yasama siiresine sahip, %100 oliime gotiiren ve immiinolojik a¢idan timor spesifik
transplantasyon antijenleri (TSTA)’ ne sahip olmayan (Kaleoglu ve Isli, 1977) bu
tiimoriin orjinali hiperdiploiddir. Fare digindaki deney hayvanlarinda olugmadigi
gozlenmigstir (Zeybek 1996). EAT amaca gore asit form veya solid form olarak
kullanilmaktadir. Eger tiimor hiicresi igeren asit sivisi deney hayvanina i.p. yolla
enjekte edilirse asit form, s.c. yolla enjekte edilirse solid form elde edilir (Okay,

1998; Zeybek, 1996).

1.1.4.1.1. Ehrlich Asit Tiimorii (EAT)

Tiimdr hiicrelerinin herhangi bir viicut bosluguna enjekte edilmesinden sonra orada
cogalmalar ile neoplastik hiicreler ihtiva eden bir efflizyon meydana gelmesi, asit
terimi ile ifade edilir. Genellikle tiimorler tekrarlayan pasajlarla viriilanslarini
arttirirlar. Bu gibi tlimorlerin biiylime hizi artar. Differansiasyon gitgide kaybolur,
gelismeyi kontrol eden baslica mekanizmalardan siyrilir, heterotransplantabilite

kabiliyeti kazanir ve nihayet asit formuna déniisebilirler (Kaleoglu ve Isli, 1977).



Asit, gri-beyaz bazen hafif kanli goriiniimde koyu bir stvidir ve 0,1 ml’de yaklasik 10
milyon neoplastik hiicre igerir (Kaleoglu ve Isli, 1977; Aktas, 1996). EAT nin siv1
formunun elde edilmesiyle birlikte, calismalarda yogun bir sekilde sivi timor
kullanilmistir. Kullanimdaki yogunlugun nedeni, sivi formun serbest timor
hiicrelerini igeren silispansiyon seklinde olmasi ve bunun sonucunda istenilen
sayidaki hiicrenin bir baska hayvana transplante edilebilmesidir (Klein, 1951).
Dolayisiyla alisilmis basit sayma yontemleriyle hem transplante edilen tlimor hiicre
say1s1, hem de olusan tiimdr biiyiikliigiinii kolay bir sekilde saptanabilmesi miimkiin

olmaktadir (Ekinci, 2000).

EAT hiicreleri, farelerin peritoneal boslugunda siispansiyon halinde ¢ogalirlar ve in
vitro da yapay yiizeylere yapigmazlar (Aktas, 1996; Lazebnik vd., 1991; Song vd.,
1993; Vinuela vd., 1991). Pasajdan 4- 6 giin sonra asit olusmaya basladigi
anlasilabilir ve toplam 5- 12 ml asit tesekkiil eder (Gilimiishan, 2002). EAT hiicreleri,
farenin peritoneal bosluguna inokulasyonu takiben 2 fazda cogalirlar. Bu fazlar,
hiicre sayisinin eksponansiyel olarak arttigi ¢ogalma fazi ve bunu izleyen, hiicre
sayisinin hemen hemen sabit kaldigi plato fazidir (Siems, 1993; Grune vd., 1992;
Lazebnik vd., 1991; Skog vd., 1990; Tannock, 1961).

EAT hiicrelerinin sayilar1 ¢ogalma periyodu boyunca hizli hiicre boliinmeleri ile artar
ve periton boslugunu doldururlar. Timor hiicrelerindeki bu ¢ogalmaya paralel olarak
asit sivisinin birikimi de meydana gelir. Belli bir zaman sonra da konak hayvan hem
timor hacminin olusturdugu basing hem de tiimoriin organizmaya verdigi hasar
sonucunda &liir (Oner, 1985; Altun, 1996; Aktas, 1996). Cogalma fazindan plato
fazina gecisleri boyunca EAT hiicrelerinin canlilik oranlarinda 6nemli bir azalma
ortaya c¢ikmamaktadir. (Schmidt vd., 1991). Asit sivisinin birikiminde, timor
hiicrelerinin asit sivisinin birikimini ilerleten bir vaskular permeabilite faktoriinii
salgilamasi olayi, tiimdr asit sivilarinda incelenmis ve sonug olarak; bu hayvanlarin
periton boslugunda bulunan damarlarin kontrol hayvanlardaki ayni damarlara
oranlara 6nemli derecede fazla permeabilite gosterdigi bulunmustur. Artan bu
permeabilitenin, normal plazma veya serumda bulunmayan etkili bir permeabilite
faktoriiniin asit sivisindaki mevcudiyetinden dolay1 oldugu tespit edilmistir (Senger

vd., 1983).



1.1.4.1.2. Ehrlich Solid Tiimorii

Ehrlich timorii bir farede meme tiimorii olarak baslamis, Ehrlich ve Apolant
tarafindan bundan transplante edilebilir solid tiimor elde edilmistir (Lettre, 1972).
Ehrlich tiimorii hiicrelerinin deri alt1 verilmesiyle bir haftada yaklasik 1cm ¢apinda
timor elde edilir. Bu biiyiikliige ulastiginda tiimoriin ortasinda bir miktar nekrotik
saha vardir. Timor hiicreleri esit biiylikliikkte degillerdir ¢aplart 20- 30 mikrondur
(Kaleoglu, 1977). Tiimoriin en dis kisminda ise fibréz bir kapsiil bulundugu
belirtilmektedir (Ekinci, 2000). Solid tiimoriin oldukca yavas biiyiimesi yliksek
oranda hiicre Oliimiinden kaynaklanmaktadir (Tannock, 1969). Tiimoériin tutma
oraninin yliksek olusu, hizli gelismesi ve infiltratif biliylime gostermesi yiiksek
derecede maling oldugunu gosterir (Kaleoglu, 1977). Hipotetraploid Ehrlich
hiicreleriyle yapilan ¢aligsmalarda kat1 ve sivi formlarin mitoz oranlari ile iki kat olma
siirelerini incelemistir ve kati timor hiicrelerinde iki kat olma zamaninin uzadigini,
mitoz oraninin ise azaldigini bulmuslardir (Ekinci, 2000). Solid tiimor elde etmek
icin subkutan olarak tiimér hiicre siispansiyonunun 1x10° ml’lik hiicre siispansiyonu
deri altina enjekte edildiginde, bir haftalik bir siire sonunda 6lgiilebilecek diizeyde
solid tiimor saptanabilir. Hig bir tedavi yapilmazsa 35- 40 giin i¢inde farelerde 6liim

gbzlenir (Zeybek, 2003).

1.1.4.1.3. Alt formlar

1953°te Haucscka (Lettre vd., 1972), kromozom sayisi tetraploid olan bir alt soy elde
etmistir. Sonraki yillarda bazi calismalar diploid , hipertetraploid (Lennartz vd.,
1968), hipotetraploid (Burns, 1968) altsoylari ile de yiriitilmiistiir. Lettre ve Kramer
(1972) kolsisine (colchicine) direngli tiimdr irkin1 ve Sholz (1972) ise, glikojen (+)
ve glikojen @ Ehrlich tiimor 1rklarini elde etmeyi basarmislardir (Aktas, 1972).

1.2. Sinyal iletimi Mekanizmalari ve Kanser

Karsinogenezin temelinde, hiicrenin yasamasi, biiylimenin kontroli ve
diferansiasyon gibi biyolojik olaylar1 etkileyen mutasyonlarin asamali olarak bir
araya gelmesi yer almaktadir. Kanserin gelisimi siirecinde tiimor hiicreleri birgok

fenotipik o6zellikler kazanir. Bu degisimler, tiimor hiicrelerinin hizli ve sinirsiz



cogalmalarina ve ¢evre dokuya yayilmalarina neden olur. Ayrica, bu hiicreler 6zgiin
mikro cevreden bagimsiz olarak yasamini devam ettirme ve metastaz yapma

ozelligine sahiptir (McCormick, 1999).

Sinyal iletimi yollarin1 ve sinyal proteinlerini hedef alan onkojenik mutasyonlara sik
olarak rastlanmaktadir (Hanahan ve Weinberg, 2000). Sinyal iletiminde meydana
gelen degisimler hiicrenin ¢ogalma ve/veya yasama iglevlerinin kontroliinii ortadan
kaldirir. Boylelikle, onkojenik sinyal iletimi timor gelisimi ile invazyon/metastaz

stirecinde etkin rol oynamaktadir (Dogan ve Giig, 2004).

Protein kinazlar ve sinyal iletimi Insan Genom Projesi’nin verilerine gore, insan
genomundaki yaklasik 32.000 genin %20’si sinyal iletiminde gorev alan proteinleri

kodlamaktadir (Blume-Jensen ve Hunter, 2001).

Bu proteinler arasinda hiicre membraninda yerlesen reseptorler, G-proteinler ve
sinyal ileten enzimler yer almaktadir. Protein kinazlar, sinyal iletimi sirasinda protein
fosforilasyonunu/aktivasyonunu saglarlar. Protein kinazlar membran yerlesimli
olanlar ve sitoplazmik tirozin kinazlar olarak iki ana gruba ayrilir. Bu proteinler,
katalitik Ozelliklerine gore (fosforilasyona ugrayan aminoasit tiirl) tirozin ve

serin/treonin kinazlar olarak da siniflandirilir ( Pawson vd., 2002; Pawson, 2002).

Membranda yerlesim gosteren proteinlere reseptor tirozin kinazlar (RTK)
denilmektedir. RTK siiperailesinde 58 transmembran protein bulunmaktadir. Bu
reseptorler arasinda insiilin reseptorti, biiytime faktorleri (EGF, VEGF, PDGF, FGF,
NGF) reseptorleri ve efrin reseptorleri (EphA, EphB) yer almaktadir (Pawson,2002).

Karsinogenez siirecinde siirekli ve kontrolsiiz RTK aktivitesi s6z konusudur (Blume-

Jensen ve Hunter, 2001).

Sitoplazmik protein kinazlar arasinda Src, Abl, fokal adezyon kinazi (FAK) ve
“Janus Family Kinases (JAK)” proteinleri yer almaktadir (Blume-Jensen ve Hunter,
2001). Sitoplazmik tirozin kinazlarin siirekli aktivasyonu ve onkojenik sinyal iletimi,
transformasyon, timdr biiylimesi, motilite ve invazyon artist ile anjiyogenez gibi

malign fenotipe 6zgii hiicresel olaylar1 hizlandirir ( Jones vd., 2000; Frame, 2002).
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Sinyal iletiminde yer alan molekiillerin ve sinyal yollarinin karsinogenezdeki
rollerinin ortaya konmasi ve bu yollara 6zgiil inhibitdr ajanlar ile yapilan klinik
calismalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin ag¢ilmasini saglayabilir. Bu
yaklagimlarin ortak hedefi, en etkin kanser tedavisine ulasmaktir (Dogan ve Giig,

2004).

1.3. Rho/Rho-kinaz Sinyalizasyon Yolag:

1.3.1. Rho Proteinleri

Rho proteinleri monomerik GTP’azlarin Ras siiper familyasinin Rho subfamilyasi
tiyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985’de bir deniz salyangozu olan Aplysia’dan bir
Ras homologu olarak klonlanmistir ve bunu kisa siire sonra ii¢ insan homologu

RhoA, RhoB ve RhoC’nin bulunmasi izlemistir (Madaule ve Axel, 1985).

Kiiciik molekiil agirlikli, 20-40 kDA’lik G proteinleri monomerik GTP baglayan
proteinleridir. Mayalardan insanlara kadar biitiin Okaryot hiicrelerde bulunan ve
100’den fazla iiyesi olan biiyiik bir aileyi olustururlar (Casey ve Seabra, 1996). Bu

biiylik aile yapisal olarak en az bes alt aileye ayrilir. Bunlar:

1.Ras ailesi

2.Rho ailesi (en az 14 iiyesi tanimlanmistir)
3.Rab ailesi

4.Sarl/Arf ailesi

5.Ran ailesi

Memeli Rho ailesi en az 10 farkli tiyeden olusmaktadir. Bunlar: Rho izoformlar1 olan
RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG; Rac izoformlar1 olan Racl, Rac2; Cdc42
izoformu ve TC10 izoformudur (Takai vd., 2001). RhoA, RhoB ve RhoC’nin efektor
bolgeleri ayni aminoasid dizilimine sahiptirler ve bu GTP’az proteinlerin hiicresel
fonksiyonlart benzerdir. Rho’nun agiklanan bir¢cok fonksiyonu RhoA ile yapilan
calismalara dayanmaktadir (Fukata vd., 2001). RhoA, en ¢ok ¢aligilan ve viicutta en
fazla bulunan bir Rho proteini alt tipidir (Miao vd. 2002; Boettner ve Aelst, 2002).
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Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda, RhoB’nin normal hiicre dongiisiinden ¢ikma
potansiyeli olan ve boylece kansere neden olabilecek hasar gormiis hiicreleri
apoptoza dogru yonlendirebilecegi bildirilmistir. Tiimoriin hiicre dongiisiinde yer
alan go¢, yayillma ve apoptotik siirecten kacis gibi oOzelliklerin Rho GTPaz
aktivitesiyle iliskili oldugu diistiniilmektedir (Shi ve Wei, 2007).

Kii¢iik G proteinleri olan Rho alt tipleri guanozindifosfat (GDP), GTP, GTP’az
aktivitesi ve efektorleri ile etkilesmekten sorumlu aminoasit dizilimine sahiptirler.
Sentezlendikten sonra lipidler ile posttranslasyonel degisikliklere gereksinim
duyarlar. Bu lipid yapilar1 genellikle, palmitoil (P), farnesil (F) ve geranilgeranil’dir
(GQG). Kiigiik G proteinlerinin lipid modifikasyonu, bunlarin aktivitelerini yerine
getirebilmeleri icin gereklidir (Olofsson, 1999). Rho’nun aktive olabilmesi igin
geranilgeranile olmus C-terminal ucu ile membrana tutunmasi gerekir. Guanin
niikleotid degisiminden sonra, Rho; Rho-kinaz (ROCK), protein kinaz N, rhophillin,
rhotekin, citron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi alt efektorlerlerini aktive eder

(Zheng, 2001).

Kiiclik G proteinlerinin GDP-bagh inaktif ve GTP-baglh aktif olmak iizere birbirine
doniigebilen iki formu vardir. Rho aktivitesini kontrol eden baslica 3 protein vardir.

Bunlar:

1- GTPaz aktive edici proteinler (GAPs, Rho’nun intrinsik GTPaz aktivitesini
arttirarak GTP bagli Rho’nun inaktivasyonunu kolaylastirir).

2- GTPaz ayirict inhibitorler (GDIs, bazi Rho ailesi GTPazlarinin membrana
baglanmalarini inhibe eder. Niikleotid ayrilmasini ve boylece aktivasyonunu onler.

3- Guanin niikleotid degistirici faktor (GEF, inaktif GDP-Rho’yu aktif GTP-Rho’ya
dondistiirtir (Sah vd., 2000 ; Wettschureck ve Offermans, 2002)).

Rho aktivitesi ayn1 zamanda ¢ok sayida G proteini ile kenetli reseptorler tarafindan

da diizenlenebilir (Fukata vd., 2001).

Rho’nun aktivitesi G12 ve GI13 proteinleri ile diizenlenir. G12 ve GI13 kiigiik
molekiil agirlikli GTP baglayict Rho proteinini aktive eder. G12/G13 ayn1 zamanda,

hiicre iskeleti olaylarin1 da diizenleyebilen Na+/H+ degis-tokus proteinini de stimiile

12



eder (Buhl vd., 1995 ; Dhanasekaran ve Dermott, 1996). Sfingozin 1 fosfat (S1P),
sfingofosforilkolin (SPC) ve lizofosfatidik asid (LPA) lipid yapisinda kalsiyum
duyarlastirici ajanlardir, RhoA/ROCK yolunu aktive ederler ( Somlyo, 2002). Bir G
proteini olan G13’iin, Swiss 3T3 kiiltlir fibroblastlarinda Rho’yu aktive etmek i¢in
lizofosfatidik asid reseptorleriyle kenetlendigi bildirilmistir. Ayrica epidermal
biiylime faktorii reseptoriiniin, G13 araciligiyla Rho aktivasyonu ve stres lifleri
olusumunun yolaginda yer aldigina iliskin kanitlar bulunmaktadir ( Gohla vd.,1998).
Botulinum toksin C3, Rho’yu spesifik olarak ADP-riboziller. Bu yiizden C3 toksin
Rho’nun spesifik inhibitorii olarak kabul edilir (Amano vd., 2000).

Rho, hiicre boliinmesindeki boliinme yariginin olusmasinda yer alan myozin II ve
aktin flamentlerinin fonksiyonlar1 i¢in gereklidir. Bunun yani sira sitokinez boyunca,
hiicrenin kasilma aktiviteleri i¢in de Rho sinyal yolagi kullanilir. Rho-kinaz, ayni
zamanda myozin fosfatazi inhibe ederek de boliinme yariginin olusmasina katkida
bulunabilir. Buna ek olarak bazi Rho fonksiyonlari, formin proteinleri araciligiyla
gerceklestirilir. Rho-kinaz, radiksin proteinini fosforilleyerek hiicre iskeletinin
plazma mebranina baglanmasini diizenleyebilir. Bazi ¢alismalar Rho ve Cdc42’nin
direkt olarak formin proteinlerinin bazi bolgeleriyle etkilestigini ve forminlerin yeni
aktin polimerizasyonu ile sinyal kaskadi arasinda baglanti kurdugunu Onermistir
(Rossowski vd., 2002). Rho-kinaz enziminin kalponini fosforile ettigi ve boylece
kalponin-F-aktin baglanmasmin inhibe edildigi gosterilmistir. Kalponin, diiz kas
hiicrelerinde F-aktin, kalmodulin ve tropomyozin baglayic1 protein olarak
kesfedilmistir. Kalponinin bazik izoformunun, myozin fosfataz ile defosforile
edildigi ve kasilmayla iligkili oldugu belirtilmistir. Fosforile olmamis kalponin F-
aktine baglanir ve myozin ATP’az aktivitesini inhibe eder. Fosforile oldugunda bu
ozelliklerini kaybeder ( Kaneko vd., 2000). Ayrica Rho-kinaz ile miyozin ve addusin
proteinlerinin  fosforilasyonunun fibroblastlarda mikrovilli benzeri yapilarin

olusmasinda kritik rol oynadig bildirilmistir (Oshiro vd., 1998).
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Sekil 1.1. Rho aktivitesinin diizenlenmesi (Wettschureck ve Offermans, 2002).
PKN; protein kinaz N

[stirahat halindeki hiicrelerde, Rho-GDP disosiyasyon inhibitorii (Rho GDI), GDP-
Rho’ya baglanir ve GDP-Rho’nun membrandan sitozole ge¢mesini saglar. Hiicreler
baz1 agonistlerle stimiile edildiginde, GDP-Rho GTP-Rho’ya doniigiir. Bu doniisiim
GTP-GDP degisim reaksiyonunu stimiile eden guanin niikleotid degisim faktoriiniin

(GEF’ler) aktivasyonu araciligiyla gerceklesir (Fukata vd., 2001).

GTP-Rho, daha sonra geranil geranillenmis C terminal kuyrugu araciligi ile hiicre
membranina yonlendirilir ve spesifik hedefleriyle etkilesir. GTPaz aktive edici
proteinler (GAPs) negatif regiilatorler olarak goérev yaparlar. Bu proteinler Rho’nun
intrinsik GTPaz aktivitesini azaltarak Rho’yu inaktif hali olan Rho-GDP’ye
doniistiirtirler. Rho heterotrimetrik G proteinleri ile kenetli olan reseptorlerin bazi
agonistler tarafindan uyarilmasi sonucu bir takim fonksiyonlar goriir (Yoshioka

vd.,1998).
Rho proteinleri agonist stimiilasyonuyla indiiklenen Ca®" duyarlasmasindan

sorumludur ve miyozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek fonksiyon (Fukata vd.,

2001).
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Diger taraftan Rho/Rho kinaz yolaginin aktivasyonu, tiimor hiicre invazyonuna
neden olmaktadir. Bu yolagi inhibe eden fasudilin insan ve sigan tiimoér modellerinde
timor progresini azalttigi bildirilmistir (Ying vd., 2006). Rho proteinleri, aktin
reorganizasyonunda, hiicre hareketi ve migrasyonunda, hiicrelerin birbirlerine ve
matrikse  olan  adezyonunda, hiicre siklusunun  diizenlenmesinde, gen
ekspresyonlarinda ve apoptozda anahtar rol oynamaktadirlar. Biitlin bu fonksiyonlar,
kanser gelismesi ve progresi i¢in olduk¢a dnemlidir (Shi ve Wei, 2007; Somlyo ve

Somlyo, 2000 ; Santos vd., 1997; Boettner ve Aelst, 2002).

1.3.2.Rho-Kinaz

Rho-kinaz bir serin-treonin protein kinazdir. Su an i¢in en az 2 izomorfu
tanimlanmistir. Bunlar, ROCK1 (ROCKI, ROCKp, ROKf) ve ROCK2 (ROCKII,
ROCKa, ROKa) izomorflaridir (Nakagawa, 1996; Matsui, 1996). ROCK1 yaklasik
1354 aminoasit ve ROCK2 1388 aminoasit dizisinden olusur (Kimura vd., 1996;
Fukata vd., 2001).

Her iki enzim tiim hiicrelerde eksprese edilmektedir. ROCK2’nin beyin ve kalpte,
ROCKT’in akciger, karaciger, dalak, bobrek ve testiste daha fazla ekprese edildigi
bildirilmistir. ROCK2’nin ¢ekirdekte lokalize oldugu gosterilmistir (Kimura vd.,
1996; Fukata vd., 2001; Biiyiikafsar ve Levent, 2003; Biiyiikafsar ve Un, 2003;
Biiyiikafsar vd., 2003).

Bu proteinler sitoplazmada dagilmis halde bulunur ve o6zellikle gelismekte olan
hiicrelerde membran igerisinde lokalize olurlar (Matsui, 1996; Loirand, 2006).
Insanda ROCK1 ve ROCK2 genleri sirasiyla 18. kromozom (18qll.1) ve 2.
kromozomda (2p24) yer almaktadir (Chitaley ve Webb, 2002).
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Sekil 1.2. ROCK I ve ROCK II’nin molekiiler yapis1 (Shi, 2007)

Rho kinazin N-terminalinde kinaz bdlgesi vardir. Orta bolgesinde kuramsal olarak
kangal gibi kivrilmis (coiled-coil) bolge ve C-terminal bdlgesinde plekstrin homoloji
bolgesi bulunur (Sekil 1.3.). Aktive olmus Rho, Rho-kinazin kangal gibi kivrilmis
bolgesinin C-terminal pargasiyla etkileserek kinaz bolgesini aktive eder (Amano

vd.,1998).

.?
7
Uwyar ‘X o%
\‘\
%

Rho-kinaz
RB
PH o —_—
/ﬂ )
- Katalitik - - Katalitik /
inaktif Aktif

Sekil 1.3. Rho-kinaz ve diizenlenmesi. PH; plekstrin homoloji bdlgesi, RB; Rho
baglayic1 bolge, AA; arasidonik asit, GTP-Rho; Rho’nun aktif formu (Kaplan, 2007)
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Bu olay sonucu aktive olan Rho-kinaz asagida, Tablo 1.1°de gosterilmis olan

substratlar1 fosforile ederek ¢esitli hiicre ici olaylara katkida bulunur (Hirano, 2007;

Buhl vd., 1995; Miura vd., 1993).

Tablo 1.1. Rho kinaz substratlar1 (Hirano, 2007; Buhl vd., 1995; Miura vd., 1993).

Substratlar

Fonksiyonlar:

Hiicresel Yanitlar

Miyozin fosfatazin miyozin
baglayici alt tinitesi

Miyozin fosfatazin
inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca*>"
duyarlasmasi

Miyozin hafif zinciri (MCL)

Miyozinin F-aktine
baglanmasinda artig

Stres lifleri olugumu, fokal
adezyon olusumu, norit
retraksiyonu, hiicre kasilmasi,
hiicre motilitesi

CPI-17 proteini

Miyozin fosfatazin inaktive
edici aktivitesinin
aktivasyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca*>"
duyarlagmasi

Kalponin

F-aktine baglanmada azalma

Diiz kas kasilmasinda Ca®"
duyarlasmast

Ezrin Radiksin Moesin
(ERM)

Ezrin Radiksin Moesin
aktivasyonu

Mikrovillus olusumu

Addusin

F-aktine baglanmada artig

Membranal olaylar (ruffling),
hiicre motilitesi

intermediyer flamentler

Flamentlerin dagilimi

Flamentlerin sitokinez i¢in

(GFAB, vimentin) ayrilmasi

Na'/H" degistiricisi Degistirici aktivitenin Stres lifleri olusumu
aktivasyonu

LIM kinaz Kinaz aktivitesinde artis Kofilinin fosforilasyonu

CRMP-2 - Biiyiime konisi kollapsi

ZIPK(zipper interacting
kinaz)

Miyozin fosfatazin
inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca®"
duyarlasmast

Rho ile etkileserek aktive olan Rho-kinaz, diiz kas kasilmasinda, hiicre biiyiimesi,

adezyonu, migrasyonu, motilitesi, gen ekspresyonu ve apoptozunda farkli hiicresel

fonksiyonlara aracilik eder (Noma, 2006).
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1.3.3. Rho/Rho-kinaz Substratlari

Memeli Rho proteinlerinin ¢ok sayida alt (downstream) efektorii tanimlanmigtir. Bu
protein kinazin aktivitesi GTP-Rho proteinleri ile stimiile edilir. Rho proteinlerinin
diger alt effektorleri; protein kinaz N (PKN) ( Amano vd., 1996), myozin fosfatazin
miyozin baglayict alt iinitesi (Kimura vd., 1996), p140mDia (Drosophila gen
Drophanous) (Watanabe vd., 1997), sitron(Madaule vd., 1995a), sitron kinaz
(Madaule vd., 1995 b), rhophilin (Watanabe vd.,1996), rhotekin (Reid vd., 1996),
fosfolipaz D’dir (Singer vd., 1997). Bunlar myozin hafif zincir fosfatazin myozin
baglayici alt linitesi, myozin hafif zinciri, addusin (adducin), intermediyer flamentler,
ERM (ezrin/radiksin/moesin), vimentin, desmin gibi ara flamentler, glial fibriler
asidik protein (GFAP), noroflamentler, LIM kinaz, Na'-H" degistirici ve kofilini
igerir (Shimokawa ve Takeshita, 2005; Mueller vd., 2005). MAPK ve tau ROCK igin
aday substratlardir. Tau proteininin fosforilasyonu mikrotiibiil toplanmasini baslatir.
Bunlardan MLC, ERM ailesi proteinleri ve addusin hem Rho-kinazin hem de myozin
fosfatazin substratlaridir. ERM hiicre iskeleti diizenlenmesinde rol oynar. Bir GTP
analogu olan GTPyS, kalsiyum duyarligi olusturur. Rho proteinleri kalsiyum
tetiklemesi olmaksizin diiz kas kasilmasi olusturmaz, daha ziyade diiz kas

kasilmasinin kalsiyuma duyarligin1 modifiye ederler.

Rho/Rho-kinaz’in yani sira PKC, tirozin kinaz ve fosfatidilinozitol-3 kinazin da
vaskiiler diiz kas hiicrelerinde Ca®" duyarhiginda yer aldig: bildirilmistir (Miao vd.,
2002). Vaskiiler diiz kas hiicrelerinin agonistle indiiklenen kasilmasinda myozin hafif
zincirinin fosforilasyon derecesi kasilma giicii i¢in hayati bir basamaktir. MLC
fosforilasyonun miktar1 Ca®"/kalmodulin bagimli MLCK ve myozin fosfataz
arasindaki dengeye baglidir (Mukai vd.,2001). Shin ve ark. Izole diiz kas hiicrelerinin
PGF2a ile stimiile edilmesinin myozin fosfatazin lokalizasyonunda, belirgin
degisiklik olusturdugunu gostermistir. Bu durum myozin fosfatazin Rho-kinaz ile
inhibisyonunda alternatif bir mekanizma olusturur (Shin vd., 2002). Myozin hafif
zincir fosfataz (MLCP); 110 kDa. hedef/diizenleyici alt {inite (myozin baglayan alt
tinite, MYPT1), 37 kDA Kkatalitik alt tinite tip 1 fosfataz (PP1), 20 kDA kiiciik
diizenleyici katalitik olmayan alt tinite (M20) olmak tizere 3 alt birimden olusmustur.
MYPTI1 N terminalinde PP1 ile, C terminalde M20 ile etkilesir. Myozin fosfataz,

myozin baglayici alt {inite {izerinden fosforillenmis myozin hafif zincirine baglanir
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ve onu defosforile eder. In vitro olarak Rho-kinaz ile MYPT1’in fosforillenmesi
myozin fosfataz (MP)’1 inhibe eder. MYPT ailesi MYPT1’e benzerlik derecelerine
gore ¢esitlendirilen MYPT2, MBS85, MYPT3, TIMAP iiyelerini de igerir. Rho-kinaz
ayni zamanda myozin hafif zinciri (MLC)’ni de fosforile ederek kasilma prosesine

katkida bulunur (Amano vd., 2000).

Myozin II’'nin fosforilasyonu diiz kas ve hiicre kasilmasi, hiicre hareketi, yapigsmasi,
hiicre iskeleti yapisi, sitokinezis, trombosit aktivasyonu ve ¢esitli iyon kanallarinin
etkileri gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonlar i¢in 6nemlidir. Bu olaylar i¢in myozin
fosfatazin hedefi genellikle myozin hafif zincirinin serin 19. aminoasididir. Ancak
treonin 18 ve serin 9’u da defosforile edebilir. Moesin ve addusin diger hedef
proteinlerdir. Myozin fosfataz vaskiiler ton, kan basinci kontrolii, gastrointestinal
motilite, havayolu direnci, erektil fonksiyon, uterin kasilmalar gibi pekcok diiz kas
fonksiyonlarini diizenler (Ito vd., 2004). Protein kinaz C, CPI-17’nin fosforilasyonu
ile fizyolojik olarak Ca®" duyarlasmasim saglar. Fosforile olan CPI-17 myozin
fosfataz’in fosforilasyon bagimli inhibitordiir. Molekiil agirligi 17 kDa’dur. Diiz
kasta ve beyinde ekspresyonu gosterilmistir. PKC ve Rho-kinazin her ikisi i¢in de alt
effektordiir (Ito vd., 2004). Tirozin kinaz, RhoGEF’ii tirozin fosforilleyerek aktive
eder ve RhoA/ROCK’m aktivasyonunu saglayarak, myozin II'nin Ca®’
duyarlagsmasin1  baglatir. Tromboksan A2 mimetiklerle indiiklenen aktif
GTPRhoA’daki artis tirozin kinaz inhibitorleri ile inhibe edilir. ROCK ve tirozin
kinaz inhibitorleri diiz kasin agonistle indiiklenen kasilmasini inhibe eder (Janssen
vd., 2001). LIM-kinaz (LIMK) Rho-kinazin alt effektoriidiir. Aktin depolimerize
edici faktor kofilini, fosforile ederek aktivitesini azaltir, hiicre iskeleti aktininin
reorganizasyonu saglanir. Myozin Il ATP’az aktivitesini arttiran F-aktin’in
polimerizasyon yetenegini arttirir. LIMK ile F-aktinin stabilizasyonu, stres lifleri

icine aktinin polimerizasyonu i¢in yeterlidir (Amano vd., 2001).

MYPTI iizerinde cesitli fosforilasyon alanlari bildirilmistir. Myozin hafif zincir
fosfataz (MLCP) aktiviteleri i¢in bu fosforilasyon alanlarinin inhibisyonu énemlidir
(Ihara ve McDonald, 2007). Rho-kinaz, MYPT1’in ¢esitli bolgelerini fosforile
edebilir. Treonin696 ve treonin853 2 major fosforilasyon alanidir (Hirano, 2007).
sAMP bagimli PKA ve sGMP bagimli PKG, Ca®" duyarlasmasinda rol oynar. PKG
ile MYPT1’in fosforilasyonunun MLCP aktivitesinde etkisiz oldugu gosterilmis,
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PKA/PKG ile Ser695’in fosforile edilmesinin, ZIPK (zipper interacting protein
kinase) ile Treonin696’nin fosforile olmasini Onledigi gosterilmistir. sGMP ile
indiiklenen Ca®" duyarlasmas1 kalponinle homoloji gosteren diiz kas proteini
(CHASM) veya “’smoothelin-like’” 1 ve telokinle iligkilidir (Ihara ve McDonald,
2007).

ZIPK, bir serin/treonin kinazdir. Molekiil agirligi 54 kDa’dur. ZIPK, DAPKS (death
associated protein kinases) ailesinin tiyesidir. ZIPK hiicre 6liim olaylarini, hiicre
hareketini, diiz kas kasilmasini diizenler. 32 kDa’luk kisa kism1 diiz kas kasilmasinda
rol oynar. 54 kDa’luk ZIPK myozin hafif zincir kinazin serin 19 ve treoninl8.
aminoasidini kalsiyum bagimsiz difosforilleyerek kas olmayan hiicrelerde apoptotik
fonksiyonlar1 diizenler veya CPI-17’nin treonin 38’ini fosforilleyerek indirekt olarak
MLCP aktivitesini diizenler (Ihara ve McDonald, 2007). Kaveolin-1’in si¢an uterin
diiz kaslarinda, PKCoa ve RhoA’nin karbakol ile indiiklenen membrana
lokalizasyonunu engellemistir. Kaveolinler, kaveolar plazma membran girintilerinin
ana protein yapilaridir. Uterus, mide ve ileal diiz kaslarda her ii¢ kaveolin izoformu
da saptanmistir. Kaveolalardaki yogun cisimcikler hiicre iskeleti i¢in baglanma
bolgeleridir. Son zamanlarda kaveolinlerin eNOS, PKCa ve RhoA’y1r da igeren
bircok sinyal iletim molekiiliiyle etkilestigi gosterilmistir. Kaveolin-1’in kisa
sitoplazmik N-terminal bdlgesi bu etkilesme igin gerekli goriilmektedir. Bu bolge
cat1 (scaffolding) bolgesi olarak isimlendirilmistir. Fibroblastlarda kaveolden zengin
membran boélgelerinde PKCa ve RhoA’nin birlikte yerlesim gosterdikleri tespit
edilmistir (Taggart vd., 2000). ROCK aktivasyonu endotelyal nitrik oksit sentazin
ekspresyonunu azaltir. Rho’nun veya Rho-kinazin inhibisyonu eNOS’ un downregiile
olmasint 6nler (Takemoto vd., 2002). Statinler, Rho geranilgeranilasyonunu inhibe

ederek eNOS aktivitesini arttirir (Rikitake vd., 2005)

1.3.4.Rho-Kinaz Inhibitorleri

Rho kinaz enzimini inhibe eden ajanlar arasinda, Y-27632 (trans-4-[(1R)-1-
aminoetil]-N-4 piridinilsiklohekzankarboksamid dihidroklorid), fasudil (HA-1077),
hidroksifasudil, Y32885, Y-39983, H-1152P, SLx-2119, azabenzimidazol-
aminofurazanlar (GSK—269962A ve SB77 2077 gibi) ve Wf-536 gibi bir¢ok madde
bulunmaktadir (Shi ve Wei, 2007). Rho kinaz’in spesifik inhibitorleri (Somlyo ve
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Somlyo, 1994) (fasudil, Y-27632, H-1152P gibi) kullanilarak daha sonra yapilan
caligmalar, bu enzimin hipertansiyon (Uehata vd., 1997), koroner arter spazmi
(Kandabashi vd., 2000), glokom (Rao vd., 2001), kanser invazyonu (Takamura vd.,
2001), akciger harabiyeti ( Koksel vd., 2005), kalp (Bao vd., 2004) ve karacigerde
(Takeda vd., 2003) iskemi-reperflizyon hasarlanmasi, beynin iskemik zedelenmesi
(Satoh vd., 2001) gibi hastaliklarda ve ayrica iireter (Levent vd., 2004), safra kesesi
(Sahan-Firat vd., 2005; Biiylikafsar vd., 2006), gastrik fundus (Biiyiikafsar ve
Levent, 2003), vas deferens (Biiyiikafsar, 2003) fonsiyonlarinda, agri iletiminde

ve/veya olusumunda (Biiyiikafsar vd., 2006) roliiniin oldugunu ortaya ¢ikarmustir.

Hipertansif hastalarda periferal vaskiiler direncin artmasinin patogenezinde Rho-
kinaz yolaginin roliiniin olabilecegi one siiriilmiistiir (Masumoto vd., 2001). Rho-
kinaz sinyal yolaginin sadece hipertansif vaskiilopatide degil, ayn1 zamanda vaskdiler

hastaliklarin diger formlarinda da yer aldig1 ortaya konmustur (Shimokawa, 2002).

Insan penil kavernozal diiz kas hiicrelerinde Rho-kinaz’in varlig1 ve aktivitesi (Rees
vd., 2002), diyabetik korpus kavernozumda Rho-kinaz protein ekspresyonunun
arttig1 (Bivalacqua vd., 2004), asetilkoline gevseme cevaplarinin kontrole gore
azaldigi, Rho-kinaz inhibitorleri Y-27632 ve fasudil ile olusan gevsemelerin
degismedigi, diyabete bagli erektil disfonksiyonda Rho-kinaz sinyal yolaginin
katkisinin  oldugu (Biiytlikafsar, 2003), insan ve tavsan korpus kavernozum
dokularinda noradrenerjik sinir stimiilasyonu ve fenilefrinle olusturulan
kontraksiyonlarin, Y-27632 ile konsantrasyon bagimli olarak inhibe edildigi
gosterilmigtir.  Rho-kinaz enzim inhibitoriinlin intrakavernozal uygulanmasinin
anesteziye edilmis siganlarda ereksiyona neden oldugu ve erektil disfonksiyonun
tedavisinde Rho-kinaz antagonistlerinin tedavi edici ajan olarak kullanilabilecegi 6ne
striilmiistiir (Chitaley vd., 2001). Fasudil, Japonya’da 1995 yilinda subaraknoid
hemoroji sonrasinda serabral vazospazmi tedavi etmek icin onaylanmistir ve ilag
olarak kullanilmaktadir. Rho kinaz inhibitérleri ROCK1 ve ROCK2 enzimini
nonselektif olarak inhibe ederler, fakat XD-400 gibi ROCK2 selektif inhibitorii de
gelistirilme agamasindadir (Liao, 2007).
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1.3.4.1.Y-27632 Maddesinin Yapisi

Bir Rho-kinaz inhibitorii olan Y-27632 maddesi trans-4-[(1R)-1-aminoetil]-N-4
piridinilsiklohekzankarboksamid dihidroklorid formiiliine sahiptir. Rho-kinaz alfa
(ROCKa) ve Rho-kinaz beta (ROCKP)’'nin her ikisini de katalitik uglarindan
baglanarak kompetitif inhibisyon yapar. Y-27632 Rho kinaz (ROCK) ailesini diger
kinazlardan (miyozin hafif zincir kinaz, siklik adenozin monofosfat (c-AMP) bagiml
kinaz ve protein kinaz-C) 100 kat daha etkili sekilde inhibe eder. Bu sonugtan sonra
Y-27632; Rho kinazlarin ¢esitli sistemler lizerindeki etkilerini arastirma amaci ile
notrofil kemotaksisinde (Sahai vd., 1999), yara iyilesmesinde (Klages vd., 1999),
hiicre transformasyonunda ( Fu vd., 1998), trombosit aktivasyonunda (Seasholtz vd.,
1999), cesitli uyaranlarla olusturulan aortik diiz kas kasilmasinda (Kuwahara vd.,
1999), trombinin indiikledigi aortik diiz kas hiicrelerinin cevabinda (Yoshii vd.,
1999), kardiyomiyozitlerin hipertrofisinde (Nilius vd., 1999), bronsiyal diiz kas
kasilmasinda (Itoh vd., 1999), voliim diizenleyici anyon kanallarinin aktivasyonunda

(Stryer, 1995), tiimor invazyonunda (Traut, 1994) yaygin olarak kullanilmigtir.

Y-27632 maddesi kinazlarla baglanma icin adenozin trifosfat (ATP) ile yarigarak
Rho kinazlar1 inhibe eder. Hiicre icerisine tastyici ile hiicre i¢i konsantrasyonundan
bagimsiz olarak diflizyonla taginir ki bu sonuca gore hiicre ici ile hiicre dis1 arasinda
neredeyse esit konsantrasyona sahip oldugu ve bdylece hiicre icinde biyolojik
cevaplara inhibisyon gosterdigi bulunmustur. Y-27632 hiicre icindeki spesifik
etkilerini mikromolar diizeyinde gosterebilmesi ATP’nin de hiicre igindeki
konsantrasyonun milimolar diizeyinde olmasindan dolayr ATP ile yarismali
inhibisyon yapabilmesi goriisiiyle ¢eliskilidir (Uehata vd., 1997; Ishizaki vd., 1997).
Birgok c¢alismanin sonucu gostermistir ki; canli ortamda Y27632°nin ATP ile
yarigmali inhibisyonunda farkli ilave mekanizmalar da rol alir (Kuwahara vd., 1999;

Itoh vd., 1999; Hirose vd., 1998; Lu ve Mattson, 2001;Uchiyama ve Mihara 1978).
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Sekil 1.4. Y-27632 maddesinin yapisi

1.4. Rho/Rho-kinaz Sinyal Mekanizmasimin Rol Oynadig1 Fizyolojik ve
Patolojik Olaylar

1.4.1. Kardiyovaskiiler Sistemdeki Fonksiyonu

Bu sinyal ileti mekanizmasi vaskiiler sistemin tonusunun diizenlenmesinde 6nemli
rol oynamaktadir. Rho/Rho sinyalizasyon yolagi sadece damar diiz kasilmasina katki
saglamaz ayni zamanda inflamatuar arterosklerotik lezyonlarin gelismesini
onlemistir (Shimokawa vd., 2001). Rho-kinazin kardiyovaskiiler yeniden yapilanma
patogenezinde rol aldig1 ortaya konmustur (Kobayashi, 2002; Shimokawa vd., 2002).
Yapilan bir ¢calismada rekombinat cGMP ile cGMP-bagimli protein kinazin RhoA’y1
fosforilleyerek inhibe ettigi gosterilmistir (Chitaley ve Webb, 2002). Sican aortasinda
yapilan bu g¢alismada, bir Rho-kinaz inhibitorii olan Y-27632’nin endotelyumlu
dokularda fenilefrin ile olusturulan kasilmalar1 endotelyumsuz olanlara gére nispeten
daha giiclii bir sekilde inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica sodyum nitroprusiyatin
fenilefrinle indiiklenen RhoA translokasyonunu geri ¢evirdigi bulunmustur. Buna
karsin, endoteli saglam aorta ringlerinde, nitrik oksit sentaz inhibitorleri ve guanilat
siklaz inhibitorleri varliginda, fenilefrin kasilmalarinin Y-27632’ye verdigi gevseme
yanitlart kiintlesmigtir (Chitaley ve Webb, 2002). Sican siiperior mezenterik
arterinde ROCK?2 enziminin eksprese edildigi ve damar yatagi perflizyon basincinin
kontroliine katki sagladigi gosterilmistir (Biiyilikafsar vd., 2004). Miyokardiyal
infarktiisiin deneysel modeli olarak uygulanan koroner arter okliizyon-reperfiizyon
modelinde, Rho-kinaz inhibitorlerinin anestezi altindaki sicanlarda iskemi-

reperfiizyonla olusan aritmiler ve infarkt alan1 iizerindeki etkileri incelenmis ve Rho-
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kinaz inhibitorlerinin kalpte 6nkosullama olusturabilmeleri yaninda antiaritmik etkili
olduklar1 da gosterilmistir (Demiryiirek, 2005 a,b). Vazospastik anjina, iskemik inme
ve kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda Rho-kinazin esaslt bir rol

oynadig1 gosterilmistir (Noma, 2006).

Rho/rho kinaz yolagi, hipertansiyon, ateroskleroz, koroner arter hastaligi, aritmi,
diyabetik komplikasyonlar ve hipertrofik kalp yetmezligi gibi kardiyovaskiiler
hastaliklar icin onemli bir terapdtik hedef olarak goriinmektedir (Wettshureck ve

Offemanns, 2002; Ren ve Cindy, 2005).

1.4.2. Gastrointestinal Sistemdeki Fonksiyonu

Bu sinyal ileti mekanizmasi gastrik fundus diiz kasinda Rho kinazin gerek agonist,
gerek noral ve gerekse depolarizasyonla olusturulan kasilmalarinda rol aldig1 ayrica
kolinerjik  sinirlerden norotransmitter, asetilkolin  saliverilmesine  karistigi
gosterilmistir (Biiyiikafsar ve Levent, 2003). Rho kinaz sinyal ileti mekanizmast,
koyun ve insan safra kesesi kontraktilitelerine de aracilik etmektedir (Sahan-Firat

vd., 2005; Biiyiikafsar vd., 2006).

1.4.3. Solunum Sistemindeki Fonksiyonu

Rho aracili sinyalin Ca™ duyarlasmas: tizerinden hava yolu diiz kas tonusunun
diizenlenmesinde 6nemli rol oynar. Hayvan modelleri bu yolagin hava yolu
duyarlilik artisi durumlarinda 6zellikle aktive oldugunu gostermistir (Chiba vd.,
1995; Chiba vd., 1999). Rho kinaz inhibisyonu vaskiiler ve solunum diiz kas
migrasyonunu da bloke etmektedir (Gerthoffer, 2007,2008). Rho kinaz selektif
inhibitérii Y-27632 inhalasyonu asetilkolin ve ovalbumin ile indiiklenen solunum
yolu rezistans artisin1 inhibe etmistir (lizuka vd., 2000). Oleik asit ile indiiklenen
ARDS modelinde Y-27632 akciger hasarlanmalarin1 6nlemede oldukea etkili oldugu
gosterilmistir (Koksel vd., 2005).

24



1.4.4. Urogenital Sistemdeki Fonksiyonu

RhoA ve Rho-kinazin penil diiz kasinda eksprese oldugu gosterilmistir ( Rees vd.,
2002;Wang vd., 2002). RhoA kavernozal diiz kasta vaskiiler diiz kasa oranla 17 kat
daha fazla eksprese olmaktadir ( Wang vd., 2002). Rho-kinazin selektif inhibitoriiniin
in vitro olarak insan korpus kavernozumunda relaksasyon meydana getirdigi ve
hayvan modellerinde ise, penil ereksiyonu indiiledigi gosterilmistir (Chitaley vd.,
2001; Rees vd., 2001). Dominant negatif RhoA verilmis olan anestezi altindaki
sicanlarda, kontrol grubu denekler ile kiyaslandiklarinda erektil fonksiyonda artma

goriilmiistiir (Chitaley vd., 2002).

Biitiin bunlarin sonucunda, penil diiz kaslarmn fazik kontraksiyonunun, [Ca™]' daki
artis ile regiile edildigi ve tonik kontraksiyonun ise, kalsiyum sensitizan yollar

tarafindan yonetildigi sonucuna ulagilmaktadir (Cellek vd., 2002).

Klitoriste ve vajinada ROCK inhibisyonunun inhibitér etki olugumunu sagladigi
bildirilmektedir (Park vd., 2002; Cellek, 2003). Rho/Rho kinaz yolaginin iireter diiz
kasin c¢esitli eksitatdr uyarilarla indiiklenen kontraktil aktivitelerine 6nemli katki
sagladigr gosterilmistir ve ROCK inhibitorlerinin renal kolik tedavisinde potansiyel

antispazmodik olabilecegi gdsterilmistir ( Levent ve Biiyiikafsar, 2004).

1.4.5. Santral Sinir Sistemindeki Fonksiyonu

Rho kinaz enziminin hem beyinde hem de omurilikte eksprese edildigi ve agri
cevabina karigtig1 gosterilmistir (Biiyiikafsar vd., 2006). Cesitli calismalarda ROCK
inhibitorlerinin spinal kord yaralanmasinin hayvan modelinde, Alzheimer hastaligi,
multipl skleroz, noéropatik agri, diger norolojik hastaliklarda potansiyel
norodejeneratif tedavi edici ajan olabilecegi One siirlilmiistiir. ROCK-2 CRMP2
(kollapsin response mediator protein2)’yi fosforile ederek sinir sistemi gelismesi
esnasinda semaphorin 3A’nin olusturdugu akson uzamasinda rol oynar (Mueller ve

Mack, 2005).

Y-27632’nin intratekal uygulamasinin insan neoplastik menenjit tedavisi i¢in uygun

kemoterapoétiklerle kombine edilmesinin  faydali olabilecegi 6nerilmektedir
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(Nakagawa vd., 2005). Rho-bagimli sinyal yolaginin, vaskiiler ve vaskiiler olmayan
diiz kas kasilmasi disinda, hiicre iskeletinin aktinini etkileyerek sitokinez, hiicre
morfolojisi ve hiicre gociinii de iceren farkli hiicresel fonksiyonlar1 ( Fukata vd.,

2001), ayn1 zamanda noronal fonksiyonlar1 (Nikolic, 2002) diizenledigi bildirilmistir.

Ayrica kas olmayan hiicrelerden sinir hiicrelerinde de Rho GTP’azlarin, sinaps
olusumu, akson gocili, dendrit girintileri ve sekillenmesi, aksonun biiyiimesi,
polaritesi gibi olaylarda fonksiyonu oldugu bildirilmistir (Luo, 2000). Rho
proteinlerinin astrositlerin seklini ve diger noronlarla etkilesimini diizenledigi, Rho
A’nin ndrit retraksiyonu i¢in esansiyel oldugu, RhoA’nin inaktivasyonunun
aktomyozin kontraktilitesini ve norit gelisimini baskiladigi da rapor edilmektedir
(Jalink vd., 1994). Iskemik beyinde ROCK-2’nin belirgin olarak artt11 gdsterilmistir.
Serebral infarkt esnasinda aksonlarda, ROCK’un aktive oldugu, bunun fasudil ile
onlendigi bildirilmistir (Yamashita vd.,2007). Glutamatin ndronal hiicrelerde
ROCK’u aktive ettigi, fasudilin ise glutamatin indiikledigi sinir hasar1 ve hiicre
Olimiinii inhibe ettigi gosterilmistir (Yamashita vd.,2007). Ayrica Rho-kinazin agri

iletiminde rol oynadig bildirilmistir ( Biiyiikafsar vd., 2006).

1.4.6.Karacigerdeki Fonksiyonu

Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolaginin, karaciger stellat hiicrelerinin kasilma, go¢
(Kawada vd., 1999), cogalma ( Iwamoto vd., 2000) gibi fonksiyonlarinda énemli rol
oynadig1 gosterilmistir. Bu yolagin aktivitesindeki artis, hepatosit stellat hiicrelerinin
kasilmasini, hiicrenin ekstraseliller matrikse tutunmasini arttirarak hiicre
morfolojisini diizenledigi gosterilmistir (Yanase vd., 2000). Karaciger stellat
hiicrelerinin yasam siiresinin Rho/Rho-kinaz yolagi ile etkilendigi, bu yolagin inhibe
edilmesinin P53, Bcl2, Bax seviyelerini etkilemeden, kaspaz 3 aktivitesini arttirdigi,
karaciger stellat hiicrelerinde apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Diger taraftan
Rho/Rho-kinaz yolagmin aktive edilmesinin ise DNA kirilmasini azalttig1 iddia
edilmistir ( Ikeda vd., 2003). Rho-kinaz inhibitérii Y-27632’nin karaciger stellat
hiicrelerinde endotelin-1 ile olusturulan kasilmalar1 ve portal damar basing artisini
inhibe ettigi (Kawada vd., 1999), hepatoseliiler kanserlerin intrahepatik ve peritoneal
metastazlarini azalttigr bildirilmistir (Itoh vd., 1999). Ayrica septik karaciger

hasarina karsi Rho-kinaz inhibitorlerinin koruyucu oldugu One siiriilmiistiir
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(Thorlacius vd., 2006). Karacigerin iskemi-reperflizyon hasarlanmasinda Rho/Rho-
kinaz yolaginin aktive oldugu, Rho-kinaz inhibitdrii Y-27632’nin hepatik iskemi
reperflizyon hasarlanmasini azalttig1 bildirilmistir (Takeda vd., 2003).
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2. LITERATUR BILDIRISLERI

Arastirmacilarin farkli zamanlarda yaptiklar1 ¢aligmalarda Rho/Rho kinaz yolaginin,
hiicre adezyonu, migrasyonu, sekil degisiklikleri ve sitokinez de etkili oldugu
bildirilmistir (Kimura, 1996; Fukata, 1999). Rho kinazin bu etkisiyle yola ¢ikan
arastirmacilar yaptiklar1 calismalarda Rho kinaz inhibisyonuyla bu hiicresel
fonksiyonlarin azaltildigt ve kanser hiicrelerinde metastazin baskilandigini

gostermislerdir (Takamura, 2001; Ying, 2006).

Onkojenik degisim, hiicre ¢ogalmasinda kontroliin kaybedilmesiyle ve hiicrenin
morfolojik degisimleriyle karakterizedir. Hiicredeki morfolojik degisiklikler aktin
stres lifleri vasitasiyla saglamaktadir. Hiicrelerin onkolojik degisiklige ugramasinda
Rho proteinleri ve Rho-kinazin aktivasyonunun 6nemli rol oynadigi gosterilmistir

(Itoh, 1999).

RhoA/ROCK  yolunun glioma hiicrelerinde apoptosizi olumsuz etkiledigi
gosterilmistir. Daha sonra Rho-kinaz inhibisyonunun apoptozu indiikledigi
bildirilmistir (Rattan, 2006). Metastatik 6zofajial kanser hiicre kiiltiiriinde yapilan
calismada Rho-kinaz araciligiyla invazyon ve mobilitenin arttig1 ve bu durumun Y-

27632 maddesiyle inhibe edildigi bildirilmistir (Lawler, 2006).

Testis GCT (germ cell tumor) dokularindan saglanan orneklerle yapilan ¢aligsmada,
testikiiler tiimorlerde RhoA ve Rho-kinaz mRNA ekspresyonunun arttigi
gosterilmigtir. Bu bulgular sonucunda Rho/Rho-kinaz yolaginin testis tiimor

ilerlemesinde yer aldig1 bildirilmistir (Kamai, 2002).
Farelerde yapilan in vivo denemelerde, B16 melanoma hiicrelerinde Rho-kinaz

inhibitéric WF-536’nin invasyonu baskiladigi ve akciger metastazini inhibe ettigi

gosterilmistir (Nakajima, 2003a).
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Nakajima (2003b) ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bagka bir ¢alismada, in vivo
timOr metastazi ve bu mekanizmay1 aydinlatmak i¢cin Rho kinaz inhibitorlerinden
WF- 536 maddesinin etkinligini arastirilmistir. Sonug olarak Rho kinaz inhibitorii
WFEF- 536 maddesinin tiimor hiicresi invasyon ve migrasyonunu anlamli olarak inhibe

ettigi bildirilmistir.

Insan over kanser hiicrelerinde ROCKI’e karsi ASODN (antisens
oligodeoksiniikleotid) ile yapilan ¢alismada ROCKI1’in migrasyon ve invazyonunu
arttirirken oligodeoksiniikleotidin bu hiicrelerin motilitesini ve invazif 6zelligini
inhibe ettigi gosterilmistir. Boylece bu calismada over kanser hiicrelerinde

metastazin 6nlenmesi i¢in dnemli bir hedef olabilecegi bildirilmistir (Han, 2005).

Trombosit kokenli endotel hiicre biiylime faktorii (PD-EDGF) uygulanan kiiltiir
hiicrelerinde  ROCK1’in asir1 ekspresyonuna ve kanser hiicresi motilitesinin

artmasina neden oldugu bulunmustur (Yoshinaga, 2003).

Arastirmacilar tarafindan farkli yillarda yapilan ¢alismalarda hipoksi ile indiiklenen
anjiojeneze Rho-kinazin aracilik ettigi ve Rho-kinaz inhibisyonunun anjiojenezi

inhibe ettigi gosterilmistir (Hyvelin, 2005; Yin, 2007).

Metastaz hiicre iskeletinin, hiicre hiicre ve hiicre matriks baglantilarinin yeniden
yapilandirilmasi ile timor kitlesinden hiicrelerin ayrilmasi, ¢evre dokular istila
ederek viicuda yayilmas: siirecidir. Metastazda goriilen bu olaylarda Rho GTPaz

ailesinin rolii vardir (Vega, 2008).

Ras DNA ile transfekte edilmis insan mesane kanseri TSGH 8301 hiicre kiiltiiriinde
yapilan ¢aligmada Y- 27632 uygulamasi sonucu kanser hiicrelerinin invazyonunda ve
migrasyonunda azalma gdzlenmistir. Sonug¢ olarak mesane kanserinde yeni tedavi

yontemleri i¢in iyi bir firsat olabilecegi bildirilmistir (Chang vd., 2010).
Yiiksek metastatik Ozellige sahip HCC hiicre hattinda ROCK sinyal yolunun

metastatik 6zelligi arttirdi1 ve Y- 27632 inhibisyonu sonucu kanser gelisiminin ve

intrahepatik metastaz gelisiminin yavaslatildig1 bildirilmistir. Bdylece ROCK-sinyal
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aracili inhibisyonun HCC tedavisinde yararli olabilecegi gosterilmistir (Xue vd.,

2007).

Metastastik Rho kinaz enzimlerinden olan ROCK1 ve ROCK2 gen polimorfizmleri
ile meme kanserinin metastaz yapma oOzelligi arasindaki iligkiyi gostermek igin
yapilan bir ¢alisma sonucu elde edilen verilere gore ROCK2 genindeki Thr431Asn
polimorfizminin, meme kanserinde metastaz gelisimini Onceden tahminde bir

belirleyici olarak kullanilmasinin miimkiin oldugu bildirilmistir (Camc1 vd., 2008).

Rho-kinaz metastatik meme kanser hiicrelerinde CD44v (3,8-10)-ankyrin etkilesimi
ve tiimor hiicre gociiyle ilgili yapilan ¢aligmada meme kanseri hiicresi migrasyonu,
metastazt ve invazyonu ile Rho/Rho kinaz ekspresyonu arasinda iliski oldugu

bildirilmistir (Bourguignon vd., 1999; Yoshioka vd.,1999).

Karaciger stellat hiicreleriyle yapilan ¢alismada karaciger stellat hiicrelerinin yasam
stiresinin Rho/Rho-kinaz yolagi ile etkilendigi, bu yolagin inhibe edilmesinin P53,
Bcl2, Bax seviyelerini etkilemeden, kaspaz 3 aktivitesini arttirdig1, karaciger stellat
hiicrelerinde apoptozise neden oldugu gosterilmistir. Bununla birlikte Rho/Rho-kinaz
yolaginin aktive edilmesinin ise DNA kirilmasini azalttig1 iddia edilmistir (Ikeda vd.,

2003).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Arac ve Gerecler

3.1.1. Kullamlan Kimyasal Ajanlar

Ksantin oksidaz (Sigma, Germany), Nitroblue tetrazolyum (Roche), Ksantin (Merck,
Germany), Etanol (Grup Delta), Asetik Asit (Merck, Germany), Hidrojen peroksit
(Merck, Germany), Etilendiamine-tetraasetik asit (EDTA) (Sigma, Germany),
Siilfirik asit (Merck, Germany), Formaldehit (Sigma, Germany), Sodyum asit
(Merck, Germany), Diyominobenzidin (Sigma, Germany), Aseton (Merck,
Germany), Kloroform (Merck, Germany), Hemotoksilen (Sigma, Germany),
Nikotinamid-Adenin Diniikleotit Fosfat (B-NADPH) (Indirgenmis form) (Sigma,
Germany), Glutatyon (Okside,% 98) (Sigma, Germany), Glutatyon rediiktaz (Sigma,
Germany), Bovin serum albumin (Sigma, Germany), Sodyum Karbonat (Na,COs)
(Carlo Erba, France), Amonyum Bromit (Sigma, Germany), 4-aminoantipirin, Fenol
(Merck, Germany), Butillendirilmis hidroksitolyen (BHT) (Sigma, Germany),
Siilfirik asit (Merck, Germany), Sodyum klorid (Riedel-de Haén), Ksenol orange
tetrasodyum (Merck, Germany), Gliserol (Carlo Erba, France), Amonyum-Fer (II)
siilfate heksahidrat (Merck, Germany), 2-Tiyobarbiitiirik asit (Sigma), 1,1,3,3,-
Tetraetoksi Propan (Sigma), Tris Hidrokloride (Ambresco), Tris Base (Sigma,
Germany), Etilen Glikol (Fluka), 5,5'-dithiobis- (2-nitrobenzoic acid), DTNB
(Sigma, Germany), Parafin (Sigma, Germany), ROCK-2 (Tocris Bristol, United
Kingdom), Y-27632 (Tocris).

3.1.2. Cihazlar ve Diger Geregler

Doku Takip Cihazi, Etiiv (Niive EN 500), Mikrotom (MicroTec Cut 4060), Hassas
Terazi (Precisa 160M), Isitic1 (Velp Scientifica), Isik Mikroskobu (MicrosMC300A),
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Fotograf Makinesi (Fujifilm Fine Pix 600S zoom), Motic Plus 2,0 Yazilim Programi

ve Motic marka Kamera (Motic), Cedex XS (Roche ) hiicre sayim cihazi.

3.1.3. Arastirmada Kullanilan Deney Hayvanlar

Arastirmada kullanilan deney hayvanlar1 Swiss A/lbino tiirii (30- 40g ve 8-10 haftalik)
erkek fareler olup Cukurova Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma merkezinden
temin edilmistir. Hayvanlar 23°C’de 12 saat aydinlik-karanlik siklusuyla propilen
kafesler i¢inde laboratuar ortaminda yetistirilmistir. Deneme i¢in se¢ilen hayvanlarin
hi¢cbiri goz, kulak enfeksiyonu tasimiyor, yamali tily ya da acik yara
barindirmiyordu. Deney hayvanlarinin beslenmesinde hazir pelet yem kullanilmistir
ve su ad libitum olarak verilmistir. Hayvanlarin beslenmelerinde kullanilan yem
Gaziantep Keskin Yem Fabrikasindan getirilmistir. Yemin bilesiminde bulunan

maddeler Tablo 3.1’ de ve enerji diizeyleri de Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deney Hayvanlarma Verilen Yemin Icerigi

Yem Maddeleri Yiizdeleri (%)
Misir 34
Arpa 5,4
Bugday 13
Kepek 2
Soya Kiispesi 25
Balik Unu 8,5
Et-Kemik Unu 4
Kire¢ Tas1 0,5
DCP 1
Tuz 0,6
Vitamin Karmasi 1
Mineral Karmasi 1
Melas 4
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Tablo 3.2. Deney Hayvanlarina Verilen Yemdeki Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyi

Besin Maddeleri ve Enerji Diizeyleri | Yiizdeleri (%)
Kuru Madde 86,32

Ham Protein 23,99
Kalsiyum 1,17

Fosfor 0,9

Met + Sis 0,77

Lizin 1,48

Ham Yag 3

Ham Seliiloz 3,18

Metabolik Enerji (kcal/kg) 2658,31

3.2. Yontemler

3.2.1. Siwiss Albino Tiirii Farelerde Ehrlich Ascites Timor (EAT)

Olusturulmasi

Calismamizda sivi tiimdr olusturulmasinda Istanbul Universitesi Fen Edebiyat
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nden temin edilen peritonunda sivi EAT tasiyan stok fare
(agirhgr 30g, 2 aylik) kullanilmistir. Bu fareden alinan EAT sivist Cukurova
Universitesi Deney Hayvanlar1 Arastirma merkezinden temin edilen agirliklart 30-
40g arasinda degisen 8-10 haftalik Swiss Albino tiri farelerin peritonuna enjekte
edilmistir ve elde edilen periton sivisi ¢caligmalarimizda kullanilmistir. Bu sivi, 0,1 ml
PBS i¢inde siispanse edilerek Tripan blue ile boyanarak hiicre sayim cihazinda
(Cedex XS, Roche) sayilmustir ve yaklasik olarak 1x10° EAT hiicresi farelere i.p.

olarak enjekte edilmistir.

3.2.2. Y-27632 inhibitor maddesinin hazirlanmasi

Y-27632 dihidroklorit Tocris Cookson Ltd (Bristol, United Kingdom)’dan satin
almmistir ve %0,9 NaCl (Eczacibasi-Baxter, Istanbul Tiirkiye) icinde ¢dziilerek stok
solisyon hazirlanmistir. Hazirladigimiz Y-27632 soliisyon deney hayvanlarina

intraperitonal olarak enjekte edilmistir.
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3.3. Y-27632 maddesinin EAT Uzerine Olan Etkisinin Arastirilmasi

Calismada Cukurova Universitesi Deney Hayvanlari Arastirma merkezinden
saglanan 30-40 g agirliginda 8-10 haftalik 90 adet Swiss Albino tirii erkek fareler
kullanilmistir. Deneme gruplari tiimor oncesi ve tiimor sonrasi olarak dizayn edilmis
ve kontrol gruplart da dahil olmak iizere 9 grup olusturulmustur (n=10). Y-27632
maddesi 0,1-1-10 mg/kg/giin dozlarinda, kontrol gruplarina ise 1 mg/kg/giin serum
fizyolojik i.p. olarak enjekte edilmistir. Tiimdr oncesi gruplara uygulamanin ikinci
giinlinden itibaren, tiimdr sonrasi gruplara ise uygulamaya baslamadan 2 giin dnce
1x10° EAT hiicresi ip. olarak enjekte edilmistir. Deneme siiresi 15 giinle
sinirlandirilmistir. Uygulama sonunda tiim hayvanlardan heparinize enjektorler
vasitasiyla kardiyak kanlar alinmis ve ardindan eter anestezisi altinda sakrifikasyon

yapilmistir.

3.3.1. Olusturulan Gruplar ve Yapilan islemler

3.3.1.1. Y-27632 Maddesinin T.O. Uygulanan Gruplar

GRUP 1: Denemenin ilk giiniinden itibaren hazirlanan 0,1 mg/kg/giin Y-27632
maddesi her giin ve denemenin 3. giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir

kez olmak tizere hayvanlara i.p. olarak uygulanmstir.

GRUP 2: Denemenin ilk gilinlinden itibaren hazirlanan 1 mg/kg/giin Y-27632
maddesi her giin ve denemenin 3. giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir

kez olmak tizere hayvanlara i.p. olarak uygulanmstir.

GRUP 3: Denemenin ilk giiniinden itibaren hazirlanan 10 mg/kg/giin Y-27632
maddesi her giin ve denemenin 3. giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir

kez olmak tizere hayvanlara i.p. olarak uygulanmstir.
Tiimér Oncesi Kontrol: Denemenin ilk giiniinden itibaren 1 mg/kg/giin SF her giin ve

denemenin 3. giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir kez olmak tizere

hayvanlara i.p. uygulanmustir.
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3.3.1.2. Y-27632 Maddesinin T.S. Uygulanan Gruplar

GRUP 1: Denemenin ilk giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir kez ve
denemenin 3. gilinlinden itibaren 0,1 mg/kg/giin Y-27632 maddesi her giin olmak

lizere hayvanlara 1.p. uygulanmstir.

GRUP 2: Denemenin ilk giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir kez ve
denemenin 3. giiniinden itibaren 1 mg/kg/glin Y-27632 maddesi her giin olmak tizere

hayvanlara i.p. uygulanmustir.

GRUP 3: Denemenin ilk giiniinde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT hiicresi bir kez ve
denemenin 3. giinlinden itibaren 10 mg/kg/giin Y-27632 maddesi her giin olmak

tizere hayvanlara i.p. uygulanmistir.

Tiimér Sonrasi Kontrol: Denemenin ilk giininde 0,1 ml igerisinde 1x10° EAT
hiicresi bir kez ve denemenin 3. giiniinden itibaren 1 mg/kg/glin SF her giin olmak

tizere hayvanlara i.p. uygulanmistir.

Saglikli Kontrol: denemenin ilk giiniinden itibaren 1 mg/kg/giin SF her giin olmak

tizere hayvanlara i.p. uygulanmistir.

3.4. Tiimor Gelisiminin Takip Edilmesi

Tiimdr gelisimi giinliik besin ve su tliketimi ve deneme siiresince hayvanlarin agirlik
artiglartyla  takip  edilmistir. Timor  gelisimini  belirlemek  ig¢in  tiimor
inokulasyonundan 6nce belirlenen viicut agirliklarina kiyasla her giin hayvanlar

tartilmustir.
Ayrica ¢alismanin baglangicinda hiicre sayim cihazinda sayilarak hayvanlara inokule

edilen 1x10° EAT hiicresi deneme bitiminde hiicre sayist ve canlilk oranlarmin

belirlenmesi amaciyla tekrar sayilmis ve degerlendirilmistir.
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3.5. Biyokimyasal Analiz

Toplanan kardiyak kanlarda oksidan Malondialdehit (MDA) ve antioksidan Rediikte
Glutatyon (GSH) parametrelerine bakilmistir.

3.5.1. MDA Olciimii

Yoshioka ve arkadaslarinin MDA c¢alisma yontemi esas alinarak uygulanmistir

(Yoshioka vd., 1979).
3.5.1.1. Hazirlanan cozeltiler

1- Triklorasetik asit (% 20): 20 g triklorasetik asit (TCA) alinarak, bir miktar distile

suda ¢oziilmiis ve hacim 100 ml' ye tamamlanmustir.

2- Tiyobarbiitirik asit (% 0,67): 1,675 g tiyobarbiitirik asit alinarak, bir miktar

distile suda ¢6zlilmiis ve hacim 250 ml'ye tamamlanmustir.

3- Standart MDA ¢ozeltisi: 0,494 ml 1,1,3,3-tetractoksipropan 100 ml alkolde
coziilerek, 20 mmol/L'lik stok standart ¢ozelti hazirlanmistir. Bundan 0.1 ml alinarak

hacmi 100 ml'ye tamamlanmis ve 20 mol/L'lik standart ¢cozelti elde edilmistir.
3.5.1.2. Deneyin yapilisi

Test ve kor olarak isaretlenen cam deney tiipleri alinmistir ve test tiipiine 0.5 ml
plazma eklenmistir. Kor tiipline 3 ml ve test tiipiine 2,5 ml, % 20'lik TCA ilave
edilmistir ve daha sonra her iki tiipe 1 ml TBA alinmis ve tipler 90 C' lik su
banyosunda 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmastyla
birlikte sogutulan tiiplere 4 ml n-biitanol konularak 3000 devirde 10 dakika santrifiij
edilmistir. Daha sonra n-biitanol tabakasi baska bir tiipe aktarilarak 535 nm'de kore

karsi, testin absorbansi spektrofotometrede okunmustur.

3.5.2. GSH Olciimii

Beutler ve arkadaslarinin GSH calisma yontemi esas alinarak uygulanmistir (Beutler,

1963).
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3.5.2.1. Hazirlanan cozeltiler

1- Coktiiriicti ¢ozelti: 1.67 g metafosforik asit, 0,2 g etilendiamin tetraasetikasit
(EDTA) ve 30 g NaCl alinarak hacmi 100 ml’ye tamamlanmustir.

2- Fosfat ¢ozeltisi (0.3M Na,HPO,): 53.4 g Na,HPO42H,0O bir miktar distile
suda c¢oziilerek hacmi litreye tamamlanmustir.

3- DTNB ¢ozeltisi (Ellman’s ¢ozeltisi): 40 mg DTNB alinarak %]1°lik sodyum
sitrat ile hacim 100 ml’ye tamamlanmuistir.

4- Standart GSH c¢ozeltisi: 40 mg GSH alinarak distile su ile hacim 100 ml’ye

tamamlanmuistir.

3.5.2.2. Deneyin Yapihisi

Kor, standart ve test olarak isaretlenen tiiplerden test tiipiine, 200 ul EDTA'l1 kan,
standart tlipline 200 ul standart ¢ozeltisi alinarak iizerine 1800 ul distile su ve 3 ml
coktiiriicli ¢ozelti eklenmistir. Kor olarak isaretlenen tiipe 800 ul distile su, 1200 ul
coktiiriicii ¢ozelti eklenerek tiipler karistirilmis ve buzlu suda 5 dk bekletildikden
sonra 3000 devirde 10 dk santrifiij edilmistir. Kor tiipii aynen alinarak standart ve
test olarak isaretlenen yeni tiiplere 2’ser ml siipernatant alinmistir. Biitiin tiiplere 8’er
ml fosfat ¢ozeltisi ilave edildikten sonra 1 ml DTNB eklenip, 412 nm'de kore kars,

testin absorbansi spektrofotometrede okunmustur.

3.6. EAT’nin Patolojik Olarak Incelenmesi

Tiim gruplar eter anestezisi altinda sakrifiye edildikten sonra farelerin kalinbarsak ve
incebarsak dokular1 ambulok ¢ikarilarak ornek alinmistir. Tiim Ornekler 24 saat
%10’luk tamponize formaldehitte bekletilmis, daha sonra degisik derisikliklerdeki
alkoller ve ksilollerden gecirilerek 24 saat igerisinde tespit edilmistir. Bdylece
parafin bloklart hazirlanan doku 6rneklerinden 4 mikron kalinliginda doku kesitleri
alinmistir ve deparafinizasyon islemi uygulanmistir. Hematoksilen ile boyanan
ornekler ksilolde seffaflastirildiktan sonra Nikon marka 1sik mikroskobunda

degerlendirilmistir.
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3.7. Immiinohistokimyasal Yontem

Ince ve kalin bagirsak dokularindan hazirlanan kesitler deparafinizasyondan sonra
Ventana Benchmark XT cihazinda (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona,
Amerika Birlesik Devletleri), bu cihaza uygun kit ile AMPLIFIER A, B
giiclendiriciler kullanilarak bir sonraki agsamaya uygun hale getirilmistir. Daha sonra
60 dakika kaynatma protokolu uygulanarak 1/40 diliisyon ile Rock-2 (BD
Transduction Laboratories, Kanada) antikoru ile boyama yapilmistir. Boyama
sonrasinda 11k mikroskobunda Rock-2 protein ekspresyonu incelenmistir (Ark vd.,

2005).

3.7.1. immiinreaktivitenin Degerlendirilmesi

Tiimor hiicrelerindeki sitoplazmik boyanma orani ve siddeti degerlendirilmistir.

Boyanma orani semikantitatif olarak su sekilde derecelendirilmigtir: 0 = tiimor

hiicrelerinin %1’den azinda boyanma; 1+ = timdr hiicrelerinin %1- 10'unda
boyanma; 2+ = tiimdr hiicrelerinin %11-50’sinde boyanma; 3+ = tiimor hiicrelerinin

%351-80’inde boyanma; 4+ = tiimor hiicrelerinin %80’inden fazlasinda boyanma.

Boyanma siddeti de su sekilde derecelendirilmistir: 0 = boyanma yok; 1 = soluk; 2 =
orta dereceli; 3 = yogun. Daha sonra “(1+boyanma siddeti/3) x boyanma oram”
formiilii ile toplam skor hesaplanarak ve bu skora gore olgular 4 gruba ayrilmistir: 0
= boyanmayan, 1 = minimal boyanan, 2 = orta dereceli boyanan, 3 = gii¢lii boyanan

seklinde degerlendirilmistir (Coban vd., 2010).

3.8. istatistiksel Degerlendirme

Elde edilen verilerin istatistiksel analizi SPSS 13.0 istatistik paket programi ile
yapilmistir. Degerlendirmede Kruskal-Wallis varyans analizi ve Friedman testi

kullamlmustir.  Istatistiksel — olarak  p<0,05 anlamli  kabul  edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Y-27632 Maddesi T.O. Uygulanan Gruplarda EAT Sayisi

T.O. gruplar degerlendirildiginde deneme gruplar1 ve kontrol grubunda EAT hiicresi
canlilik yilizdeleri baslangic degerlerine oranla anlamli bir sekilde azalmigtir
(p<0,05). Baslangigta %98 olan canlilik yiizdeleri gruplar arasinda sirasiyla %44,
%26, %27 ve kontrol grubunda %32 olarak bulunmustur.

Deneme sonundaki EAT hiicresi canliik yiizdeleri gruplar arasinda
karsilagtirildiginda ise kontrol grubuna kiyasla yalnizca 1. Grupta anlamli bir
farklilik bulunurken (p<0,05); 2. ve 3. Gruplarda ise anlaml1 bir fark bulunamamistir

(p>0,05).
Deneme baslangicinda verilen EAT hiicresi i¢cin Tablo 4.1’ de verilen degerler
bulunmustur. Tripan mavisi ile boyanmis baglangi¢ EAT hiicre goriintiisii Resim 4.1’

de verilmistir.

Tablo 4.1. T.O Deney Baslangicinda verilen EAT hiicre parametreleri (¢ /10 ul)

Parametreler | Canli hiicre | Olii hiicre | Toplam Canlt hiicre | Olii hiicre Toplam  hiicre | Canlilik
sayisi say1st hiicre sayist | konsantrasyonu konsantrasyonu | konsantrasyonu | (%)
Degerler 1823 35 1858 4.1x10° 1x10° 4.2x10° 98.1
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Resim 4.1. T.0. Baslangic EAT hiicrelerinin tripan mavisi ile boyanmis goriintiisii
(Yesil daireler ile isaretlenmis olanlar canli EAT hiicrelerini, kirmiz1 daireler ile
isaretlenmis olanlar ©lii EAT hiicrelerini gostermektedir. Mavi daireler ise
agregasyonu isaret etmektedir) (x400)

Deneme sonunda hayvanlardan alinan EAT hiicrelerinin gruplara gore hiicre sayim

cihazinda belirlenen sayilar1 ve canlilik oranlar1 Tablo 4.2°de gosterilmistir.

Tablo 4.2. T.O. Deneme Gruplarma Ait EAT Hiicrelerinin Canlilik Parametreleri (c
/10 ul)

Ortalama Ortalama Canli hiicre

Canli  hiicre | Olii  hiicre | Toplam konsantrasyon | Olii hiicre | Toplam  hiicre | Canlilik
Adi sayis1 sayis1 hiicre sayist | u konsantrasyonu | konsantrasyonu | (%)
Grup 1 221 277 498 0.508 x10° 0.647x10° 1.155x10° 44
Grup 2 87 250 337 0.290 x10° 0.827 x10° 1.117 x10° 26
Grup 3 135 360 495 0.473x10° 1.281 x10° 1.754 x10° 27
Kontrol 108 228 336 0.289 x10° 0.617 x10° 0.906 x10° 32

Gruplar arasinda EAT hiicrelerinin canlilik yiizdelerinin azalisi Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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T.O. EAT Hiicresi Canlilik Yuizdesi

120%

100%

N
80% \
0
60% Vﬂ-%
40% 32%

20%

0%
BASLANGIC 1. GRUP 2. GRUP 3.GRUP T.0. KONTROL

Sekil 4.1. T.O. Deneme Siiresince Gruplardaki EAT Hiicrelerinin Canlhilik Yiizdesi

Deneme sonunda elde edilen T.O. gruplara ait hiicre gériintiileri Resim 4.2, A, B, C,

ve D’de verilmistir.
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Resim 4.2. T.O. gruplara ait hiicre goriintiileri A: T.O. 1. Gruba ait, B: T.O. 2. Gruba
ait, C: T.0O. 3. Gruba ait, D: T.O. Kontrol grubuna ait tripan mavisi ile boyanmis
EAT hiicrelerinin goriinlimii (Yesil daireler ile isaretlenmis olanlar canli EAT
hiicrelerini, kirmizi daireler ile isaretlenmis olanlar 6li EAT hiicrelerini
gostermektedir. Mavi daireler ise agregasyonu isaret etmektedir) (x400)

4.2. Y-27632 Maddesi T.S. Uygulanan Gruplarda EAT Sayisi

T.S. deneme gruplar1 arasinda yer alan 3. Grupta % 90 mortalite goriildiigiinden bu
grup degerlendirmeye alinmamistir. Deneme baslangicinda inokule edilen EAT

hiicreleri %98 canlilik yiizdesine sahipken deneme sonunda bu deger gruplar
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arasinda sirastyla %50 ve %48’e ve kontrol grubunda %55 degerine diismiistiir fakat
bu degerler arasinda istatistiksel agidan anlamli bir fark tespit edilememistir
(p>0,05). Bununla birlikte deneme gruplar1 ve kontrol grubu kiyaslandiginda da
anlamli bir fark olmadigi bulunmustur (p>0,05).

Deneme baslangicinda verilen EAT hiicresi icin Tablo 4.3 de verilen degerler
bulunmustur. Tripan mavisi ile boyanmis baglangi¢ EAT hiicre goriintiisii Resim 4.3’

de verilmistir.

Tablo 4.3. T.S. Deney Baslangicinda verilen EAT hiicre parametreleri (c /10 ul)

Parametreler | Canli hiicre | Olii hiicre | Toplam Canli hiicre | Olii hiicre Toplam hiicre
say1s1 sayl1st hiicre sayist | konsantrasyonu konsantrasyonu | konsantrasyonu | Canlilik (%)
Degerler 1823 35 1858 4.1x10° 1x10° 4.2x10° 98.1

Resim 4.3. Baslangi¢ EAT hiicrelerinin tripan mavisi ile boyanmig goriiniimii (Yesil
daireler ile isarctlenmis olanlar canli EAT hiicrelerini, kirmizi daireler ile
isaretlenmis olanlar 6lii EAT hiicrelerini gdstermektedir. Mavi daireler ise
agregasyonu isaret etmektedir) (x400)

Deneme sonunda hayvanlardan alinan EAT hiicrelerinin gruplara gore hiicre sayim

cihazinda belirlenen sayilar1 ve canlilik oranlar1 Tablo 4.4’de gosterilmistir.
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Tablo 4.4. T.S. Deneme Gruplarina Ait EAT Hiicrelerinin Canlilik Parametreleri (c

/10 ul)
Ortalama Ortalama .
Canli  hiicre | Ol hiicre | Toplam Canli hiicre | Olu hiicre | Toplam  hiicre | Canlilik
Adi say1sl say1st hiicre sayis1 | konsantrasyonu | konsantrasyonu | konsantrasyonu | (%)
Grup 1 211 211 422 0.625x10° 0.625x10° 1.250x10° 50
Grup 2 238 258 496 0.713 x10° 0.773 x10° 1.486 x10° 48
Kontrol 254 208 462 0.721 x10° 0.591 x10° 1.312 x10° 55

Gruplar arasinda EAT hiicrelerinin canlilik yilizdelerinin azalist Sekil 4.2°de

gosterilmistir.

T.S. EAT Hiicresi Canlhilik Yluizdesi
120%
100% 989,
\
80% 55%
60% \\W 48% —
40%
20%
0%
BASLANGIC 1. GRUP 2.GRUP T.S. KONTROL

Sekil 4.2. T.S. Deneme Siiresince Gruplardaki EAT Hiicrelerinin Canlilik Yiizdesi

Deneme sonunda elde edilen T.O. gruplara ait hiicre gériintiileri Resim 4.4. A, B ve

C’ de verilmistir.
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Resim 4.4. T.S. gruplara ait hiicre goriintiileri A: T.S. 1. Gruba ait, B: T.S. 2. Gruba
ait, C: T.S. Kontrol grubuna ait tripan mavisi ile boyanmis EAT hiicrelerinin
goriinimii (Yesil daireler ile isaretlenmis olanlar canli EAT hiicrelerini, kirmizi
daireler ile isaretlenmis olanlar 6lii EAT hiicrelerini géstermektedir. Mavi daireler ise
agregasyonu isaret etmektedir) (x400)

EAT hiicresi canlilik yiizdeleri bakimindan T.O. ve T.S. gruplar karsilastirildiginda
T.O. gruplara nazaran T.S. gruplarda hiicre canlilik yiizdeleri daha yiiksek
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bulunmustur. T.O. ve T.S. 1 Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamazken

(p>0,05) 2. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05).

4.3. Y-27632 Maddesi T.O. Uygulanan Gruplarda Agirhik Degisimi

Gruplara ait agirlik degisimleri dikkate alindiginda tiimor inokule edilmemis olan
sagliklt kontrol grubu disinda tiim gruplarin viicut agirliklarinda belirgin bir artis
goriilmiistiir (p<0,05). Buna gore, deneme gruplarinin baglangic ve son kilo degerleri
kiyaslandiginda en az kilo artist T.O. 1. Grup ve 3. Grupta goriilmiistiir. Ancak T.O.
deneme gruplari arasindaki bu fark anlamli bulunamamistir (p>0,05). Bununla
birlikte T.O. kontrol grubunda deneme gruplarma gore anlamli bir fark bulunmustur

(p<0,05)

Her bir gruba ait agirlik ortalamalart Sekil 4.3, 4.4, 4.5, 4.6, ve 4.7’ de verilmistir.

T.0. 1. Grup Ortalama Agirlik Artigi (gr)
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Sekil 4.3. T.O 1.Grup Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi grafigi
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T.0. 2. Grup Ortalama Agirlik Artisi (gr)

50
4 43 44 44 44

45 40
wl 3w B o s g w3
5| ———o—g o

30
25
20
15
10

54

0 T T T T T T

I I S I I T T I P R R
> & & P PP D P S P > P P

Sekil 4.4. T.O. 2.Grup Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamas grafigi

T.O. 3.Grup Ortalama Agirhk Artisi (gr)

43
42
41
40
39
38
37
36 -
35
34
33 w

\Oéé w§ %&% uééé 6Q6% b§ ’\Qée %&e °’§\°§ \\§0§ \°’§\°‘§

N

Sekil 4.5. T.O 3.Grup Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi grafigi
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T.0. Kontrol Grubu Ortalama Agirlik Artisi (gr)
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Sekil 4.6. T.O. Kontrol Grubu Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi

4.4. Y-27632 Maddesi T.S. Uygulanan Gruplarda Agirhk Degisimi

T.S. deneme gruplari arasinda yer alan 3. Grupta % 90 mortalite goriildiigiinden bu
grup degerlendirmeye almmamustir. Tim gruplardaki baglangi¢ ve son agirlik
degisimleri degerlendirildiginde, saglikli kontrol grubu haricinde tiim gruplarin
agirliklarinda belirgin bir artig gortilmistiir (p<0,05). Buna gore, en fazla kilo artigi
T.S. kontrol grubuyla benzer olarak 1. Grupta goriiliirken; bu iki gruba nazaran T.S.
2. Grupta daha az kilo artis1 tespit edilmistir. Fakat gruplar arasinda bu fark anlamh
degildir (p>0,05).

Her bir gruba ait agirlik ortalamalar1 Sekil 4.7., 4.8., 4.9., ve 4.10° de verilmistir.

T.S. 1. Grup Ortalama Agirlik Artisi (gr)
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Sekil 4.7. T.S 1.Grup Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi grafigi
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T.S. 2. Grup Ortalama Agirlik Artisi (gr)
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Sekil 4.8. T.S. 2.Grup Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi grafigi
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Sekil 4.9. T.S Kontrol Grubu Hayvanlarda Agirlik artisi ortalamasi grafigi
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Saglikh Kontrol Ortalama Agirlik Artisi (gr)
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Sekil 4.10. Saglikli Kontrol Grubu Hayvanlarda Agirlik artis1 ortalamasi grafigi

T.O. ve T.S. gruplar karsilastirildiginda T.O. gruplara nazaran T.S. gruplarda agirlik
artis1 daha yiiksek bulunmustur. T.O. ve T.S. 1 Gruplar arasinda anlamli bir fark
bulunurken (p<0,05). 2. Gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05)

4.5.Y-27632 Maddesi T.0O. Uygulanan Gruplarda GSH ve MDA Degisimi

Tiim hayvanlardan toplanan serumlardan oksidan Malondialdehit (MDA) ve
antioksidan Rediikte Glutatyon (GSH) parametrelerine bakilmistir. Buna gore,
saglikli  kontrol grubuyla kiyaslandiginda T.O. gruplarinda MDA ve GSH
diizeylerinde anlaml bir artig bulunmustur (p<0,05). T.O. gruplar1 kendi aralarinda
karsilastirildiginda ise, GSH diizeyleri farkli bulunmazken (p>0,05), 1.Gruba ait
MDA diizeyinde anlaml bir artis saptanmistir (p<0,05).

Deneme gruplarina ait GSH ve MDA parametrelerinin ortalama degerleri Tablo

4.5°de, GSH ve MDA parametrelerindeki degisim ise Sekil 4.11 ve 4.12°de

verilmistir.
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Tablo 4.5. T.O. Deneme Gruplarina ait GSH ve MDA Degerleri

Gruplar Ortalama GSH Degerleri Ortalama MDA Degerleri
1. Grup 4,35 nmol/ml 4,91 nmol/ml
2. Grup 4,57 nmol/ml 2,10 nmol/ml
3. Grup 4,49 nmol/ml 2.09 nmol/ml
T.0. Kontrol 4,45 nmol/ml 1,92 nmol/ml
Saglikli Kontrol 1,65 nmol/ml 1,12 nmol/ml
T.0.GSH
4,57 nmol/ml 4,45 nmol/ml
4,35 nmol/ml /ml 4,49 nmol/ml /
J—I I I ']
1. GRUP 2.GRUP 3.GRUP T.0. SAGLIKLI
KONTROL KONTROL

Sekil 4.11. T.O. Deneme Gruplarma ait GSH degerlerinin Grafiksel gosterimi

T.0. MDA

4,91 nmol/ml

2,1 nmol/ml 2,09 nmol/ml 1,92 nmol/mil

l l 1,12 nmol/ml

1. GRUP 2. GRUP 3.GRUP T.O. SAGLIKLI
KONTROL KONTROL

Sekil 4.12. T.0. Deneme Gruplarina ait MDA degerlerinin Grafiksel gdsterimi
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4.6.Y-27632 Maddesi T.S. Uygulanan Gruplarda GSH ve MDA Degisimi

T.S. 3. Grupta % 90 mortalite goriildiigiinden bu grup degerlendirmeye alinmamustir.
Saglikli Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda tim T.S. gruplarinin MDA ve GSH
diizeylerinde artis bulunmustur (p<0,05). T.S. deneme gruplarina ait MDA
degerlerinde kontrole goére bir artis saptanmistir (p<<0,05). Bununla birlikte, T.S.
deneme gruplarina ait GSH degerlerinde ise, kontrole gore bir azalma gozlenirken bu

fark anlamli bulunmamistir (p>0,05).

Deneme gruplarina ait GSH ve MDA parametrelerinin ortalama degerleri Tablo
4.6’da, GSH ve MDA parametrelerine ait degerlerin degisimi ise Sekil 4.13. ve

4.14’de verilmistir.

Tablo 4.6. T.S. Deneme Gruplarina ait GSH ve MDA Degerleri

Gruplar Ortalama GSH Degerleri Ortalama MDA Degerleri
1.Grup 4,05 nmol/ml 15,40 nmol/ml
2. Grup 3,53 nmol/ml 12,26 nmol/ml
T.S. Kontrol 5,17 nmol/ml 7,01 nmol/ml
Saghkl Kontrol 1,65 nmol/ml 1,12 nmol/ml
T.S. GSH
5,17 nmol/ml

4,05 nmol/ml

3,53 nmol/ml

1,65 nmol/ml

1.GRUP 2.GRUP T.S.KONTROL SAGLIKLI
KONTROL

Sekil 4.13. T.S. Deneme Gruplarina ait GSH degerlerinin Grafiksel gosterimi
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T.S. MDA

15,4 nmol/ml

12,26 nmol/ml
7,01 nmol7ml
. 1,12 nmol/ml

1. GRUP 2. GRUP T.5. KONTROL SAGLIKLI
KONTROL

Sekil 4.14. T.S. Deneme Gruplarina ait MDA degerlerinin Grafiksel gosterimi

T.O. ve T.S. gruplarinin MDA ve GSH diizeyleri kendi aralarinda karsilastirildiginda
gruplar arasinda MDA diizeyleri anlamli bir artis gosterirken (p<0,05); GSH
diizeylerinde farklilik bulunmamistir (p>0,05).

4.7.Y-27632 Maddesi T.O. Uygulanan Gruplarda Patolojik Degerlendirmeler

Deneme bitiminde sakrifiye edilen hayvanlarin ince ve kalin barsak histopatolojik
degerlendirmeleri neticesinde; Saglikli Kontrol Grubuna ait dokularda herhangi bir
patolojik duruma rastlanmamustir. T.O. 1. Gruba ait doku preparatlarinda kalin
bagirsak ince bagirsak dokularinin %40’ 1inda tiimdriin serozal yiizeyde invaze oldugu

tespit edilirken, geriye kalan %60’1nda ise timor invazyonuna rastlanmamustir.

T.O. 2. Gruba ait kalin bagirsak dokularinin %30’unda ince bagirsak dokularinin
%?35’inde tiimoriin serozal ylizeyde invaze oldugu tespit edilirken, geriye kalan kalin

bagirsak ve ince bagirsak dokularinda ise tlimor invazyonuna rastlanmamustir.
T.O. 3. Gruba ait kalin bagirsak ve ince bagirsak dokularinin %50’sinde tiimériin

serozal ylizeyde invaze oldugu tespit edilirken, geriye kalan kalin bagirsak ve ince

bagirsak dokularinda ise tlimor invazyonuna rastlanmamustir.
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T.O. kontrol grubuna ait kaln bagirsak dokularmin tamaminin ve ince bagirsak
dokularinin ise %40’ 1mnin timor hiicreleri tarafindan yaygin invazyonu goézlenmistir.
Geriye kalan %60 ince bagirsak dokularinda ise tiimor invazyonu gézlenmemistir.
Tiimoriin bu dokulara invazyonu peritondan gergeklestigi i¢in yayilimi da genel
olarak seroza tabakasindan i¢ tabakalara dogru olmustur. Kontrol grubundaki
hayvanlara ait bu iki dokuda tiimdriin daha ¢ok seroza ve muscularis propria

kisimlarina yayilmis oldugu tespit edilmistir.

Saglikli Kontrol doku 6rnegi Resim 4.5” de ve T.O. gruplara ait doku preparatlarimin

ornek resimleri, Resim 4.6, A, B, C, D, E, F ve G’de verilmistir.
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Resim 4.5. Saglikli Kontrol Grubuna ait kalin bagirsak dokusu (x100)
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Resim 4.6. T.O. gruplara ait doku preparatlarmin érnek resimleri A: T.0O.1. Gruba ait
serozal invaze olmus kalin bagirsak dokusu B: T.0.1. Gruba ait serozal invaze olmus
ince bagirsak dokusu C: T.O. 2. Gruba ait serozal invaze olmus kalm bagirsak
dokusu D: T.O. 2. Gruba ait serozal invaze ince bagirsak dokusu E: T.O. 3. Gruba ait
serozal invaze ince bagirsak dokusu F: T.O. Kontrol Grubuna ait serozal invaze kalin
bagirsak dokusu G: T.O. Kontrol Grubuna ait muskularis propria invaze ince
bagirsak dokusu (x100)
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4.8.Y-27632 Maddesi T.S. Uygulanan Gruplarda Patolojik Degerlendirmeler

T.S. 3. Grupta % 90 mortalite goriildiiglinden degerlendirmeye alinmamistir. T.S. 1.
Gruba ait kalin bagirsak dokularinin %50’inde ince bagirsak dokularinin %40’ inda
tiimoriin serozal yiizeyde invaze oldugu tespit edilirken, geriye kalan kalin bagirsak

ve ince bagirsak dokularinda ise tiimdr invazyonuna rastlanmamuistir.

T.S. 2. Gruba ait kalin bagirsak dokularimin %40’inda ince bagirsak dokularinin
%30’ unda timoriin serozal ylizeyde invaze oldugu tespit edilirken, geriye kalan

kalin bagirsak ve ince bagirsak dokularinda ise tiimor invazyonuna rastlanmamaistir.
T.S. Kontrol Grubuna ait kalin bagirsak dokularmin tamaminda kalin ince bagirsak
dokulariin %60’1nda tiimdriin serozal yiizeyde invaze oldugu tespit edilirken, geriye

kalan ince bagirsak dokularinda ise tiimdr invazyonuna rastlanmamustir.

T.S. gruplara ait doku preparatlarinin 6rnek resimleri, Resim 4.7, A, B, C, D, E ve

F’de verilmistir.
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Resim 4.7. T.S. gruplara ait doku preparatlarinin 6rnek resimleri A: T.S.1. Gruba ait
serozal invaze olmus kalin bagirsak dokusu B: T.S.1. Gruba ait serozal invaze olmus
ince bagirsak dokusu C: T.S. 2. Gruba ait serozal invaze olmus kalin bagirsak
dokusu D: T.S. 2. Gruba ait serozal invaze ince bagirsak dokusu E: T.S. Kontrol
Grubuna ait serozal invaze kalin bagirsak dokusu F: T.S. Kontrol Grubuna ait
serozal invaze ince bagirsak dokusu (x100)

4.9. Y-27632 Maddesi T.0. Uygulanan Gruplarda Immiinohistokimyasal
Bulgular

Ince ve kalin bagirsak dokularinin ROCK-2 immiinhistokimyasal boyanmasi
sonucunda T.O. 1. Grupta orta dereceli (skor 2), 2. Grupta minimal (skor 1), 3.
Grupta minimal (skor 1) ve T.O. Kontrol Grubunda ise gii¢lii (skor 3) boyanma
goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, T.O. deneme gruplarinin ince bagirsak ve

kalin bagirsak dokularinda, T.O. Kontrol Grubuna oranla ROCK-2 boyanma oram
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anlaml1 olarak azalmistir (p<0,05). Bunun yanisira T.O. deneme gruplarindaki bu

azalma anlamli bir fark yaratmamaistir (p>0,05).

T.O. gruplara ait doku preparatlarmin ROCK2 immiin boyanma 6rnek resimleri,

Resim 4.8, A, B, C, D, E, F, G ve H’de verilmistir.
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Resim 4.8. T.O. gruplara ait doku preparatlarinin ROCK2 immiin boyanma &rnek
resimleri A: T.O. 1.Gruba ait ince bagirsak B: T.O.1. Gruba ait kalin bagirsak C:
T.0O. 2.Gruba ait ince bagirsak D: T.0.2. Gruba ait kalin bagirsak E: T.O. 3.Gruba ait
ince bagirsak F: T.0.3. Gruba ait kalin bagirsak G: T.0. Kontrol Grubuna ait ince
bagirsak H: T.0.Kontrol Grubuna ait kalin bagirsak (x100)
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4.10. Y-27632 Maddesi T.S. Uygulanan Gruplarda Immiinohistokimyasal
Bulgular

T.S. gruplardan 3. Grupta % 90 mortalite goriildigiinden degerlendirmeye
alinmamustir. 1. Grupta orta dereceli (skor 2), 2. Grupta minimal (skor 1) ve Kontrol
Grubunda ise giiclii (skor 3) boyanma goriilmiistiir. Elde edilen sonuglara gore, T.S.
deneme gruplarinin ince bagirsak ve kalin bagirsak dokularinda ROCK-2 boyanma
oran1 T.S. Kontrol Grubuyla kiyaslandiginda anlamli bir azalma kaydedilmistir
(p<0,05). T.S. deneme gruplarinin kendi aralarinda karsilastirilmasi sonucu bu farkin

anlamli olmadig tespit edilmistir (p>0,05).

T.S. gruplara ait kalin ve ince bagirsak doku preparatlarinin immiin boyanma 6rnek

resimleri, Resim 4.9, A, B, C, D, E ve F’ de verilmistir.
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Resim 4.9. T.S. gruplara ait doku preparatlarinin ROCK2 immiin boyanma 6rnek
resimleri A: T.S. 1.Gruba ait ince bagirsak B: T.S.1. Gruba ait kalin bagirsak C: T.S.
2.Gruba ait ince bagirsak D: T.S.2. Gruba ait kalin bagirsak E: T.S. Kontrol Grubuna
ait ince bagirsak F: T.S.Kontrol Grubuna ait kalin bagirsak (x100)

T.O. ve T.S. deneme gruplarmin ve kontrol gruplarinn ROCK-2
immiinhistokimyasal boyama skorlar1 kendi aralarinda karsilastirlldiginda ise,

gruplar arasinda anlamli bir fark bulunamamustir (p>0,05).
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5. TARTISMA VE SONUC

Kanser, igerisinde bulundugumuz modern c¢agin en ciddi hastalifi olup, insan
oliimlerine yol agan nedenler arasinda dnemli bir yere sahiptir. Gelismis toplumlarda
kanserden kaynaklanan oliimler ilk sirada yer alirken gelismekte olan iilkelerde de 6n
siralarda yer almaktadir. Giiniimiizde kanser ile miicadelede ¢ok ciddi c¢abalar ve

yiiksek miktarlarda biit¢eler harcanmaktadir ( Hulka ve Stark, 1995).

Son yillarda yaygin olarak kullanilan ve yiiksek biitceler gerektiren molekiiler
tekniklerin, metabolizma cevabinda meydana getirdigi eksiklige karsin, giiniimiiz
kanser arastirmalarinda hayvan modellerinden yararlanmak onemli bir yer
tutmaktadir. Buna paralel olarak hayvan modellerinden yararlanmanin beraberinde

deneysel kanser modellerinin kullanimi1 da artmistir.

Deneysel kanser arastirmalarinin yapildigr li¢ yiizyillilk donem iginde ozellikle
kimyasal karsinojenler ile spontan veya transplante edilebilen tiimorlerin
kullanilmast 6n plana ¢ikmaktadir. Kanser arastirmalarinda kullanilan spontan veya
indiiklenen timor modelleri i¢in ¢ok sayida hayvan, fazla miktarda maddi olanak ve
uzun zaman gerektiginden, birgok arastirmaci tarafindan daha az tercih edilmislerdir.
Dolayisiyla 6zellikle 1950°li yillardan sonra transplante edilebilen tiimorlerin
olusturdugu modellerin tercih edildigi kanser arastirmalari 6n plana ¢ikmaktadir

(Zeybek, 1996).

Calismamizda mevcut deneysel timor modelleri arasindan transplante edilebilen
EAT secilmistir. Secilen tiimdr modeli, deney hayvaninin tiirli, cinsiyeti ve yasi
referans alinan literatiire uygun olarak belirlenmistir ( Zeybek, 1996). Ayn1 zamanda
kanser gelisim siirecinde etkili olan disilik hormonlarinin etkisinin bertaraf edilmesi
amaciyla Swiss albino soyu (30-40 gr agirhiginda 8-10 haftalik ) erkek fareler tercih

edilmistir.
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Gegmisten bu yana klinik ve deneysel amacl kanser aragtirmalarinda pek ¢ok metot
kullanilmaktadir. Bugiin kanseri 6nlemede en umut verici metot, kemoterapidir.
Kanserin ilagla tedavisi anlamina gelen kemoterapinin ana ilkesi tiimor hiicrelerine,
hastanin normal hiicrelerinden daha fazla etki ederek normal hiicrelere zarar
vermeden veya minimum diizeyde etki ederek tiimdr hiicrelerinin biiylimesini ve
cogalmasini durdurmak veya onlar1 yok etmektir (Kayaalp, 1996). Dolayisiyla amag,

kullanilan ilag¢larla tiimoriin biiylimesini engelleyecek letal toksik etki saglamaktir.

Bilim adamlar1 kanserle ilgili ¢alismalarda ideal ilaci, yani normal hiicreye en az
diizeyde etki yapan ilaci bulmak odaginda yogunlagsmislardir (Glimiishan, 2002). Bu
amagla kullanilmak {izere binlerce kimyasal madde incelenmistir. Ancak cesitli
ozelliklerine goére siniflandirilan bu kimyasal maddelerden bugiin sadece ¢ok azi
kanser kemoterapisinde ilag olarak kullanilmaktadir (Oner, 1985). Son yillarda bu
dogrultuda kanserle ilgili calismalarda &zellikle sinyal ileti yollar1 {izerinde
durulmaktadir. Sinyal ileti proteinlerinden Rho proteinlerinin inhibisyonunun, yeni
antikanser ilaglarin gelisimi i¢in Uimit vaat eden hedefler gibi goriindigi

diisiiniilmektedir (Fritz ve Kaina, 2006).

Aragtirmacilarin farkli zamanlarda yaptiklar1 c¢alismalarda, Rho proteinleri ve
effektorlerinden biri olan Rho-kinazin, hiicre hareketi ve migrasyonunda, hiicrelerin
birbirine ve matrikse olan adezyonunda, hiicre siklusunun diizenlenmesinde ve
apoptoziste anahtar rol oynadig gosterilmistir (Kimura vd., 1996 ; Fukata vd., 1999).
Diger taraftan Rho/Rho kinaz yolaginin aktivasyonunun, tiimor hiicre invazyonuna
neden oldugu bildirilmistir (Ying vd., 2006). Biitlin bu fonksiyonlar esasinda kanser

geligsmesi ve progresi i¢in olduk¢a dnemlidir.

Rho kinazin bu etkisiyle yola ¢ikan arastirmacilar yaptiklar1 ¢alismalarda Rho kinaz
inhibisyonuyla bu hiicresel fonksiyonlarin azaltildigi ve kanser hiicrelerinde

metastazin baskilandigini gostermislerdir (Takamura vd., 2001; Ying vd., 2006).
Rho kinaz enzimini inhibe eden ajanlar arasinda, Y-27632 (trans-4-[(1R)-1-

aminoetil]-N-4 piridinilsiklohekzankarboksamid dihidroklorid), fasudil (HA-1077),
hidroksifasudil, Y32885, Y-39983, H-1152P, SLx-2119, azabenzimidazol-
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aminofurazanlar (GSK—269962A ve SB77 2077 gibi) ve W-536 gibi bircok madde
bulunmaktadir (Shi ve Wei, 2007).

Calismamizda kanser olusumu ve gelisiminde Onemli olan tiimdr hiicrelerinin
invazyonunda ve invaze olan timor hiicrelerinin ¢cogalip metastaz olusturmalari igin
gerekli olan anjiogenezi uyaran Rho-kinazin inhibitorlerinden biri olan Y-27632
maddesinin Swiss Albino tiirii farelerde olusturulan sivi Ehrlich ascites tlimoriine

(EAT) olan antitiimdral etkisi arastirtlmistir.

Calisma siiresince tiim deney hayvanlarimin agirlik degisimlerinin kaydedilmesiyle
elde edilen degerlere gore; T.O. ve T.S. deneme ve kontrol gruplari ile timér
inokulasyonu  yapilmayan  Saglikli  Kontrol = Grubu agirhk  degerleri
karsilagtirildiginda, kilo artisinda anlamli bir fark bulunmustur (p<0,05). Agirlhik
artiglarindaki bu fark hayvanlardaki tiimér yiikiinden kaynaklanmaktadir. T.O.
deneme gruplar ile T.O. kontrol Grubu arasindaki agirlik artigt karsilastirildiginda
ise, T.O. kontrol Grubunda anlamli olarak artis oldugu bulunmustur (p<0,05).
Denemenin diger ayagini olusturan tiimor sonrasi uygulamada ise, T.S. deneme
gruplariyla T.S. Kontrol Grubu kendi aralarinda karsilastirildiginda anlamli bir fark
bulunamamistir (p>0,05). Dolayisiyla, tiimér Oncesi deneme gruplarindaki kilo
artisinin kontrole ve tiimor sonrasi gruplara gore daha az olmasini goz Oniine alarak,
tiimor Oncesi uygulamada tiimor inhibisyonunun oldugu sonucuna varabiliriz. Ancak
T.S. 3. Grupta % 90 mortalite goriildiiglinden uyguladigimiz Y-27632 maddesinin 10

mg/kg/giin olan dozunun toksik etki olusturdugunu diistinmekteyiz.

Tiimor gelisimini belirlemek i¢in c¢alismamizin baslangicinda %98,1 canlilik
gosteren 1x10° EAT hiicresine kiyasla gruplar arasnda EAT hiicresi canlilik
yiizdeleri karsilagtirilmigtir. Buna gore T.O. deneme gruplari ve T.0. Kontrol Grubu
EAT hiicresi canlilik yiizdelerinin, deneme baslangicinda verilen EAT hiicresi
canlilik yiizdesine gore anlamli olarak azaldigi bulunmustur (p<0,05). Bu durum
hayvanlarin peritonunda cogalan asit sivisinin EAT hiicrelerinin ¢ogalmasini
baskilamasindan kaynaklanmaktadir. Bunun aksine T.S. deneme gruplar1 ve T.S.
Kontrol Grubu EAT hiicresi canlilik yiizdeleri, deneme baglangicinda verilen EAT

hiicresi canlilik yiizde degerleriyle kiyaslandiginda anlamli bir fark bulunamamistir
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(p>0,05). Buradan yola ¢ikarak Y-27632 maddesinin timdr olusumu Oncesi

uygulanmasinin tiimor gelisimi {izerine daha etkili oldugu sonucu dogmustur.

Toplanan serumlardan oksidan Malondialdehit (MDA) ve antioksidan Rediikte
Glutatyon (GSH) parametrelerinin T.O. ve T.S. deneme gruplar ile Saglikli Kontrol
Grubu arasinda anlamli olusu (p<0,05) kanser olusum siirecinde degisen oksidatif
strese baghdir. Bu iki parametrenin seviyelerindeki degisim pek c¢ok kanser

calismasinda gosterilmistir (Gerber vd., 1998; Torun vd., 1995).

T.O. ve T.S. deneme gruplarinda MDA diizeylerinin anlamli derecede yiiksek
bulunusu Y-27632 maddesinin bu oksidan parametre iizerine stimiile edici aktivite
gosterdigini ortaya ¢ikarmistir. Diger taraftan, bu artis T.S. gruplarda T.O. gruplara
kiyasla daha yiiksek bulunmus ve bu durum bize yine Y-27632 maddesinin T.O.
uygulanmasinin T.S. uygulanmasina nazaran daha etkili oldugunu diisiindiirmektedir.
Yapic1 ve arkadaslarinin (2008) 6zefagus yanik modelinde Y-27632 maddesinin
farkli dozlartyla yaptiklari deneysel ¢aligmalarinda, uygulanan dozlar arasinda
farklilik goriilmemekle birlikte MDA diizeyinde kontrol grubuna gore anlamli bir
azalis oldugu ve dolayisiyla bu maddenin antioksidan etkiye sahip oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte bu calismaya parelel olarak Balyemez’in (2010)
deneysel nekrotizan enterokolit modelinde Y-27632 maddesiyle yaptig1 ¢calismadada
MDA diizeyi iizerinde olumlu bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir. Ancak bizim
calismamizda MDA diizeyinde anlamli artiglar tespit edilmis olup bu durum Y-
27632 maddesiyle asit sivist arasinda antagonist bir etkilesim olabilecegini

distindiirmektedir.

Elde ettigimiz histopatolojik degerlendirmelere gore deneklere ait kalin bagirsak ve
ince bagirsak tiimdr inhibisyonunu saglayan en uygun dozun, T.O. ve T.S. gruplarin
her ikisinde de 1 mg/kg Y-27632 maddesi oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica, T.O.
ve T.S. deneme gruplarinda tiimor tutulumlarinin 6zellikle serozal yiizeyde oldugu,
buna karsin diger doku kisimlarinda herhangi bir tiimdr tutulumunun olmadigi
goriilmiistiir. Ancak, Afacan’ nin (2006), Ehrlich asit tiimoriiyle yaptig1 caligmasinda
ince bagirsak kesitlerinde dokunun tiim tabakalarinin (mukoza, submukoza,

muskularis eksterna ve seroza) tliimdrle invaze oldugunu ve kalin bagirsak

65



preparatlarinin ise kimisinde sadece seroza tabakasinin kimisinde de tiim tabakalarin
tiimorle invazyonu gozlenmistir. Karsilagtirdigimiz bu verilere dayanarak kanser

gelisim stirecinde Rho-kinaz inhibisyonunun énemli bir rolii oldugunu sdyleyebiliriz.

Calismamizin  immiinohistokimyasal degerlendirmeleri neticesinde; Y-27632
maddesinin uygulanan 3 farkli dozunun tiimor dncesi ve sonrasi uygulamasinin, Rho-
kinaz inhibisyonunun da farkli etkiler gosterdigi tespit edilmistir. EAT hiicre canlilik
parametrelerinden elde edilen sonuglara paralel olarak T.O. madde uygulamasinin
T.S. na gore daha etkili oldugu sonucuna ulagilmistir. Fakat gruplar arasindaki bu
fark anlamli degildir (p>0,05). Tiimor Oncesi ve sonrasi arasindaki Rho-kinaz
inhibisyon farkindan yola c¢ikarak kanser gelisim siirecinin ilerleyen evrelerinde
artmis olan enzim aktivitesine bagli olarak uygulanan dozlarin etkilerinin farkl

oldugu sonucu dogmustur.

Fukata ve arkadaslarinin (1999) calismalar1 sonucu bildirdikleri gibi Rho/Rho kinaz
yolaginin, hiicre adezyonu, migrasyonu, sekil degisiklikleri ve sitokinezde etkili
oldugu, farkli arastirmacilar tarafindan da (Takamura vd., 2001; Ying vd., 2006) bu
etkilerin Rho-kinaz inhibisyonuyla azaltildig1 bildirilmistir. Yine Nakajima (2003b)
ve arkadaslar1 tarafindan B16 melanoma hiicrelerinde yapilan bagka bir calismada, in
vivo da Rho kinaz inhibitorlerinden biri olan WF- 536 maddesinin tiimor hiicresi
invasyon ve migrasyonunu anlamli olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Bununla
birlikte yiiksek metastatik 6zellige sahip HCC hiicre hattinda ROCK sinyal yolunun
metastatik 6zelligi arttirdig1 ve Y- 27632 inhibisyonu sonucu kanser gelisiminin ve
intrahepatik metastaz gelisiminin yavaslatildigi bildirilmistir (Xue vd., 2007). Bu
caligsmalara parelel olarak ¢alismamizda, kanser gelisim siirecinde 6nemli olan tiimor
invazyonunun, tiimor gocliniin ve metastaz olusumunun anlamli olarak inhibe

edildigi diisiiniilmekmtedir.

Sonu¢ olarak sinyal iletiminde yer alan molekiillerin ve sinyal yollarimin
karsinogenezdeki rollerinin ortaya konmasi ve bu yollara 6zgiil inhibitor ajanlar ile

yapilan klinik calismalar, kanser tedavisinde yeni ufuklarin ag¢ilmasini saglayabilir

(Dogan ve Giig, 2004).
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Bu tez calismasindan elde edilen bulgular degerlendirildiginde istatistiksel olarak
anlamli bulunan sonuglara bagli olarak Y-27632 maddesinin 1 mg/kg dozunun,
biyokimyasal ve histopatolojik verilere bagli olarak da uygulanan diger dozlarin
timor gelisimini yavaslatici aktivite gostermis oldugu sonucuna varilmistir. Ancak
bu maddenin kanser tedavisinde etkin terapdtik madde olarak kullanimi i¢in daha

ileri caligmalara ihtiyag¢ oldugu diisiiniilmektedir.
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EKLER

Ekl.

Tiimdr Hiicresi Sayiminda Kullanilan Tampon Cozelti

1.Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7.4 (Fosfat Tampon Cdzeltisi)
8.0 gr NaCl

0.2 gr KH2PO4

2.9 gr Na2HPO4.12H20 veya

2.3 gr Na2HPO4.2H20

1.44 gr Na2HPO4.2H20

1.15 gr Na2HPO4 (anhdrous)

0.2 gr KCIO

2 gr NaN3

Yukarida miktarlar verilen kimyasallar 1 litre saf suda eritilip pH s1 0.1 N NaOH
veya 0.1 N HCl ile ayarlanmig ve 4 °C de saklanmustir.
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