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OZET

Sigara Dumam Maruziyetinin Fare Uterusundaki Rho/Rho-Kinaz Sinyal Yolagina
Etkisi

Sigara dumam maruziyeti akcigerleri kardiyovaskuler sistemi ve viicutta
bircok doku ve orgam olumsuz yonde etkilemekte ve bu dokulardan en cok
akciger etkilenmektedir. Rho/rho-kinaz sinyal yolag: uterus diiz kaz hicrelerinin
kontraktilitesinde onemli rol oynamaktadir. Sigara kullammmina bagh olumsuz
etkilerin mekanizmalari molekuler dizeyde yeterince aydinlatilmamstir. Simdiki
cahsmada sigara dumam maruziyetinin uterusta Rho/rho-kinaz sinyalizasyon
yolagina etkisini arastirmayr amacgladik. Bu amacla, 8 haftahk disi fareler (Swiss
albino) duman uygulanan ve kontrol olarak 2 gruba ayrnlacaktir. Dumanh gruba 2
ay boyunca haftada 7 gun sigara dumanm uygulamasi yapildi. Bu siirenin sonunda
uygulama yapilan fareler servikal dislokasyon ile dldurtldd ve uteruslari alinarak
bu dokulardaki rhoA proteni ve rho-kinaz enziminin aktivitesi incelendi. Sigara
duman maruziyeti rhoA ve rho-kinaz enziminin upregtlasyonuna neden olurken
rho-kinaz enziminin aktivitesini artirdi. Sonu¢ olarak sigara dumani uterusta
rho/rho-kinaz sinyal yolaginin aktivitesini artirmistar.

Anahtar Kelimeler: Sigara dumani, rhoA, rho-kinaz, uterus, fare




ABSTRACT

Effect Of Cigarette Smoke Exposure On Rho/Rho-Kinase Signalization Pathway
in Mouse Uterus

Cigarrette smoke exposure has side effects lungs, cardiovascular systems
and some tissue and organs and most affected organs is lungs. Rho/rho-kinase
signalization pathway has important role on uterus smooth muscle contractions.
Mechanism of molecular of some side effects due to cigarette smoke exposure has
not yet been clearly identified. In the present study we aimed to research effect of
cigarette smoke exposure on rho/rho-kinase signalization pathway in uterus. For
this propose mice (female age: 8 weeks) separated into two groups as control and
smoke exposured. The cigarette smoke application continued 7 days in a week
during two mouths. In the end of two mounts, Mice were killed by cervical
dislocation and their uterus was isolated. Then rhoA and rho-kinase enzymes
expression and rho-kinase enzyme activity have been determined. Cigarette smoke
exposure unregulated rhoA and rho-Kinase enzyme expression and elevated rho-
kinase enzyme activity. As a result cigarette smoke elevated activity of rho/rho-
kinase signalization pathway.

Key words: Cigarette smoke, rhoA, rho-kinase, uterus, mice
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1. GIRIS

Sigara kullanimi tim diinyada bir saglik sorunu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Sigara dumaninda 7000’den fazla kimyasal bulunmaktadir*?. Sigara kullanim: temel bir
halk saglg sorunu oldugu gibi global ve bireysel anlamda da topluma ylk
getirmektedir®*. Kronik obstruktif akciger hastalizi ve koraner kalp hastaliklar basta
olmak (zere sebep oldugu bir ¢ok saghk sorunlari da tlkelerin saglik sistemlerine
ekonomik anlamda da ciddi yiik getirmektedir. insan doku ve organlarinin hemen
hepsinde sigaranin yol actigi olumsuz etkileri arastiran ve belirleyen sayisiz makale
bulunmaktadir.>®,. Sigara kullaniminin zararh etkileri arasinda insan viicudunda gériilen
kanserlerin etyolojisinde énemli rol oynadigi bilinmektedir™™" Sigara kullaniminin

18-19

insanda en az 13 cesit kansere yol actigi belirlenmistir™=". Bunlar arasinda en

onemlileri akciger, mesane, orafarengeal ve larenks (girtlak) ve mide kanserleri
sayilabilir.2%%

Sigaranin kanser biyolojisindeki roliini arastiran ¢cok sayida makale vardir.
Sigarada bulunan 7000’den fazla kimyasalin 60 kadarinin karsinojenik oldugu
gosterilmistir’*?. Sigaranin gaz bilesenleri akcigerde esas hasara yol acarken olusan
partikiller dagildigi dokularda kanserojen etkiden sorumludurlar. Sigara igerigindeki
bilesenler hiicre metabolizmasindaki pekcok yolag: etkileyerek kanser olusumuna
katkida bulunmaktadirlar. Immiin sistemde yol actiklar: defektler, arasidonik asit
metabolizmas: Uriinlerindeki degisiklikler ile enflamatuar cevabin degistirilmesi,
mitokondrial degisiklikler, antioksidanlarin etkilenmesi, apoptozisin kisitlanmasi,
EDRF, VEGF (izerinden anjiogenezin modilasyonu, onkojenlerin aktivasyonu ve timaor
supresor genlerin dolayli inhibisyonu gibi pekcok hiicre ici iletisim sisteminin
etkilenmesi ve DNA hasar: ile kanser olusumu tetiklenmektedir®2. Ayrica sigara
dumanindaki benzopirenler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlar ligand olarak
arilhidrokarbon reseptorlerine baglanarak CYP450 enzimlerinin ekspresyonunu
artirirlar. Bu enzimler ile multidrug rezistans iligkili proteinler ve protoonkogenlerin
aktivasyonuna yol acarak potensiyel klonal kanser kok hicrelerinin gogalmasina ve
tiimor buytimesine yol agmaktadir?’.

Sigara dumaninin Beta-1 ve Beta-2 Adrenerjik reseptorler araciligiyla arasidonik
asit kaskatini aktive ettigi bilinmektedir. Bu sayede olusan COX2, 5-lipooksijenaz (5-



LOX) ve matriks metallaproteinazlar (MMK) araciligiyla hicre ici sinyallerinde
modulasyonlar ve COX-2 aracilikli arasidonik asit metabolitleri olan eikosanoidlerin
olusumu ile hem enflamatuar cevapta azalma hem de DNA hasarina yol agan oncl
degisiklikler olusmaktadir®®?®. Ayrica diger bir eikosanoid olan 5-LOX aktivitesi de
proenflamatuar degisikliklere ve DNA hasarina yol agmaktadir. Enflamatuar cevaplarin
degismesi ile insan doku ve organlarinda olusan degisiklikler cesitli hastalik
durumlarinin  altta yatan sebepsel iligskilerine ve kanser gelisimine zemin
hazirlayabilmektedir.

Sigara kullaniminin Greme saghg: Uzerine negatif etkileri oldugu bilinmektedir.
Sigara kullanimi ile gebeliklerde erken dogum eylemi, disik dogum agirlikli bebek,
erken membran ripttrd ile dogumun baslamasi, plasental ablasyon gibi olumsuz gebelik
sonuclanmalar: arasindaki iliski pekcok epidemiyolojik calisma ile de gosterilmistir®®
30,31.

Sigara kullanimi ile dogurganhgin olumsuz etkilendigine ait veriler de
mevcuttur. Sigara kullaniminin infertiliteyi artirdigi ve In Vitro Fertilizasyon (IVF)
basarisin azaltigina dair ikna edici diizeyde litaratiir bilgisi bulunmaktadir.?% IVF’de
olusan embriyolarin uterusa implantasyonunuda sigara kullanimz ile birlikte bir azalma
oldugu gdsterilmistir®’. Sigara kullaniminin insan treme fizyolojisi iizerindeki negatif
etkilerinin altta yatan sebepleri yeterince aciklanamamistir. insan tGreme fizyolojisinde

sigara dumaninin etkilerini arastiran arastirmalar kisithdir.



2. GENEL BiLGILER

2.1. Sigara Dumam

Sigara genel bir halk saglhg: sorunu olusturmaktadir. Sigara bagimliligi bugin
icin diinyadaki en yaygin bagimliliktir ve her yil dinya Gzerinde yaklasik 300 milyon
Kisi sigara ve iliskili hastaliklar nedeniyle hastaneye yatmak zorunda kalmaktadirlar.
Sigara dumaninda hidrokarbonlar, alkoller, fenoller, aldehidler, ketonlar, alkaloidler,
asitler ve agir metaller gibi ¢ok cesitli kimyasal siniflara ait 4000 cesidin Uzerinde
kimyasal bilesik bulunmaktadir*'’. Sigara dumaniin zararh iceriginin en 6nemli
bileseni nikotindir. Nikotinin absorbe edildikten sonra yarilanma émri kisadir ve hizlica
metabolize edilerek kotinin’e donislr. Nikotinin yarilanma émru yaklasik 180 dakika
iken kotininin yarilanma émrii ise cok daha uzundur ve yaklagik 1300 dakika kadardir®
% Nikotin bir alkaloid olup titiiniin psikoaktif maddesidir ve bagimliligin olusmasina
yol acan ana komponentidir. Nikotin nikotinik reseptorlere c¢ok yuksek afinite ile
baglanmakrtadir. Nikotinik reseptorler ¢ok cesitli organ ve dokularda bulunurlar ve bu
nedeniyle farmakolojik etkileri cesitli ve karmasiktir. Nikotin kolinerjik yapilar
baslangicta stimule ederken sirekli depolarizasyon ve reseptor duyarsizlasmasi sonucu
bu yapilart fel¢ eder. Dusik dozda otonom gangliyonlar ve adrenal medullada
stimiilasyon yapar ve impuls asirimini fasilite eder®*°. Sigara icimi sirasinda ¢ok
sayida serbest radikal ve reaktif oksijen tiriinleri agiga cikmaktadir* ™,

Nikotinin kolesterol sentezini artirdigi ve lipoprotein  metabolizmasin
etkileyerek ateroskleroza yol agtigi gosterilmistir®®. Sigaranin icinde agir metallerden
toksik olan kadmiyum da bulunur. Sigara dumaninin igerisinde bulunan kadmiyumun
uzun sudreli maruziyeti bu metalin karacigerde birikmesine neden olmaktadir.

Kadmiyum hepatositlerin apoptozisini indiiklemektedir*®*’.

Bu nedenle sigara
dumaninin uzun sure solunmasi karaciger dokusunun yapisini bozmaktadir. Sicanlarda
yapilan ¢alismalar sigara dumaninin karaciger hiicrelerinde lipid tanecikleri olusmasina
ve siniizoidlerde genisleme ve diizensizliklere neden oldugu gdsterilmistir®.

Sigara duman akciger ve diger organlarda kanser gelisimi igin buytk bir risk
faktoridar. Sigara dumami  maruziyeti dolasim sistemine semikinon ve p-
benzosemikinon gibi suda ¢6zunebilir oksidantlarin dolasim sistemine gecmesiyle

proteinlerde, lipidlerde ve DNA’da oksidatif hasara neden olur. Artan oksidatif stres



hiicreyi kanser gelisimine gotiriir*. Sigara duman: reaktif oksijen triinlerini arttirarak
mitokondrinin islevlerini bozar. Bununla birlikte 1s1 sok proteinleri ve bazi inflamatuar
ajanlarin gen transkripsiyonlarinin artmasina neden olur®. Ayrica artan oksidadif stres
rhoA ve fokal adhezyon kinazin aktivitesini azaltarak endotelyum duvarinin
fonksiyonunu bozar*. Artan oksidatif stres ve antioksidan sistemlerin bozulmasiyla
reaktif oksijen drunleri nitrikoksit’in inaktivasyonu sonucu endotelyal disfonkiyona
neden olur. Olusan reaktif oksijen Grlinleri eNOS/NO yolagini bloke ederek endotel
hiicrelerinin fonksiyonunu bozar*’. Sigara dumani vasoproliferatif ajanlar olan endotelin
ve vaskiler endotelyal bliyime faktori gibi mediyatorlerin artmasina neden

olmaktadir,
2.2. Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagi

2.2.1. Rho proteinleri

Rho proteinleri monomerik GTP’azlarin Ras slperfamilyasinin  Rho
subfamilyas: Uyeleridir. Rho geni ilk olarak 1985’de bir deniz salyangozu olan
Aplysia’dan bir Ras homologu olarak klonlanmis ve bunu kisa sure sonra (¢ insan
homologu RhoA, RhoB, RhoC’nin bulunmasi izlemistir®’.

Kigik molekdl agirlikli GTP baglayict proteinler, 20-40 KDA’lik monomerik G
proteinleridir. Memeli Rho ailesi en az 10 farkl: tyeden olusur. Bunlar: Rho izoformlar
olan RhoA, RhoB, RhoC, RhoD, RhoE, RhoG; Rac izoformlari olan Racl, Rac2; Cdc42
izoformu ve TC10 izoformudur®®,

RhoA, RhoB ve RhoC’nin efektor bdlgeleri ayni aminoasid dizilimine sahiptirler
ve bu GTP’az proteinlerin hticresel fonksiyonlar1 benzerdir.Rho’nun aciklanan bir ¢cok
fonksiyonu RhoA ile yapilan calismalara dayanmaktadir ®°.RhoA, viicutta en fazla
bulunan ve en cok calisilan bir Rho proteini alt tipidir®"*.

Kigik G proteinleri olan Rho alt tipleri GDP, GTP, GTP’az aktivitesi ve
efektorleri ile etkilesmekten sorumlu aminoasit dizilimine sahiptirler. Sentezlendikten
sonra lipidler ile posttranslasyonel degisikliklere gereksinim duyarlar. Bu lipid yapilar
genellikle, palmitoil (P), farnesil (F) ve geranilgeranil’dir (GG). Kuguk G proteinlerinin
lipid modifikasyonu, bunlarin aktivitelerini yerine getirebilmeleri icin gereklidir’.

Rho’nun aktive olabilmesi igin geranilgeranile olmus C-terminal ucu ile membrana



tutunmas: gerekir. Guanin nukleotid degisiminden sonra, Rho; Rho-kinaz (ROCK),
protein kinaz N, rhophillin, rhotekin, citron, p140 mDia ve fosfolipaz D gibi alt
efektorlerlerini aktive eder’.

Kiglk G proteinlerinin GDP-bagl:i inaktif ve GTP-baglh aktif olmak Uzere
birbirine dondsebilen iki formu vardir. Bu donlsim (¢ grup protein tarafindan

duzenlenir (Sekil 2). Bunlar:

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

2. GTPaz ayirict inhibitérler (GDIs, bazi Rho ailesi GTPazlarinin membrana
baglanmalarint inhibe eder. Nukleotid ayrilmasini ve bdylece aktivasyonunu
onler).

3. Guanin nukleotid degistirici faktor(GEF, inaktifGDP-Rho’yu aktif GTP-Rho’ya

4. Donustarir)™™.

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

tarafindan da diizenlenebilir’.

Bryume hormon Gm:emm g Integrins Sitokin
Teseptirii I reseptinii

RhophilinRiholekin

A p140mDia

Sekil 1.Rho aktivitesinin diizenlenmesi’’. PKN; protein kinaz N

Istirahat halindeki hiicrelerde, Rho-GDP disosiyasyon inhibitérii (Rho GDI),
GDP-Rho’ya baglanir ve GDP-Rho’nun membrandan sitozole ge¢mesini saglar.

Hucreler bazi agonistlerle stimile edildiginde, GDP-Rho GTP-Rho’ya donUsir. Bu



donisim GTP-GDP degisim reaksiyonunu stimule eden guanin nikleotid degisim
faktorinin (GEFler) aktivasyonu araciligiyla gerceklesir™.

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

Rho proteinleri agonist stimilasyonuyla indiklenen Ca** duyarlasmasindan
sorumludur ve miyozin fosfataz aktivitesini inhibe ederek fonksiyon gosterir (Sekil 2)%°
Ayrica, Rho/Rho-kinaz yolag stres liflerinin olusumu, trombosit agregasyonu, lenfosit
ve fibroblast adezyonu, sitokinez ve hiicre migrasyonu, diz kas kasilmasi, aktin hiicre
iskeleti reorganizasyonu, hicre sekil degisikligi, proliferasyon ve hipertrofi gibi

hicresel fonksiyonlarin diizenlenmesinde énemli goreve sahiptir® 2.

Kontraktil wyar:

DAG + [Ca™], —= RhoA

v

FthnK
+ / zwk
CPI-17(T38) MY} PT1 :TE 96)
\MLC F‘/
Ca* duya.rla;mas:

Sekil 2.Kontraktil stimiilasyon ve Ca** sensitizasyonu™. PKC; protein kinaz C, PKN; protein kinaz N,
ILK; integrin-bagl kinaz, CP1-17; 17kDa Protein kinaz C-potentiated inhibitory protein of type 1
of protein fosfataz, [Ca2+]| sitozolik Ca™* konsantrasyonu, DAG; diasilgliserol, RhoK; Rho-
kinaz, MYPT-1; miyozin hedef alt Gnite, MLCP; miyozin hafif zincir fosfataz.



2.2.2. Rho-kinaz

Rho-kinaz yaklasik 1388 aminoasit dizisinden olusur. Bu dizide, amino (N) ve
karboksil (C) uclart bulunmaktadir. Rho kinaz, ayn1 zamanda, ROCKa veya ROCK2
olarak isimlendirilir. ROCKp (aym: zamanda ROCKZ1 olarak da bilinir) Rho kinazin bir
izoformudur®®® insanda ROCK1 ve ROCK2 genleri sirastyla 18. kromozom (18q11.1)
ve 2. kromozomda (2p24) yer almaktadir’’. Rho-kinaz enziminin vaskiiler diiz kas
hiicrelerinde Ca*" duyarhiginda rol aldig: bildirilmistir®. ROCK2'nin beyin ve kalpte,
ROCKZY’in akciger karaciger, dalak, bobrek ve testiste daha fazla ekprese edildigi
bildirilmistir.Rho-kinaz ~ enziminin ~ hemen  hemen  her  dokuda varhg
gosterilmistir6980.8182

Rho kinazin N-terminalinde kinaz bdlgesi vardir. Orta bdlgesinde kuramsal
olarak kangal gibi kivrilmis (coiled-coil) bdlge ve C-terminal bolgesinde plekstrin
homoloji bdlgesi bulunur (Sekil 3). Aktive olmus Rho, Rho-kinazin kangal gibi
kivrilmis bolgesinin C-terminal parcasiyla etkileserek kinaz bélgesini aktive eder®. Bu
olay sonucu aktive olan Rho-kinaz asagida, tablo 1’de, goOsterilmis olan substratlar:

fosforile ederek cesitli hicre ici olaylara katkida bulunur’®®*%,



Rho Badlayici Bolge

% 4 9l 1075 1125 ekt 1358
Kinaz Bolgesi Coiled-Coil Bolge Homoloji Bolgesi

i 1047

Uwar
Rho-kinaz
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Sekil 3.Rho-kinaz ve diizenlenmesi. PH; plekstrin homoloji bélgesi, RB; Rho baglayici bolge, AA;
arasidonik asit, GTP-Rho; Rho’nun aktif formu.



Tablo 1.Rho kinaz substratlari

Substratlar

Fonksiyonlar

Hucresel Yanitlar

Miyozin fosfatazin miyozin

baglayici alt Gnitesi

Miyozin fosfatazin

inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca*

duyarlasmasi

Miyozin hafif zinciri

Miyozinin F-aktine

baglanmasinda artis

Stres lifleri olusumu, fokal
adezyon olusumu, norit
retraksiyonu, hiicre

kasilmasi, hiicre motilitesi

CPI-17 proteini

Miyozin fosfatazin inaktive
edici aktivitesinin

aktivasyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca®*

duyarlasmasi

Kalponin

F-aktine baglanmada

azalma

Diiz kas kasilmasinda Ca**

duyarlagmasi

Ezrin Radiksin Moesin
(ERM)

Ezrin Radiksin Moesin

aktivasyonu

Mikrovillus olusumu

Addusin

F-aktine baglanmada artis

Membranal olaylar
(ruffling), hiicre motilitesi

Intermediyer flamentler
(GFAB, vimentin)

Flamentlerin dagilimi

Flamentlerin sitokinez igin

ayrilmasi

Na'/H" degistiricisi

Degistirici aktivitenin

aktivasyonu

Stres lifleri olusumu

LIM kinaz

Kinaz aktivitesinde artis

Kofilinin fosforilasyonu

CRMP-2

Biytme konisi kollaps1

ZIPK (zipper interacting
kinaz)

Miyozin fosfatazin

inhibisyonu

Diiz kas kasilmasinda Ca**

duyarlagmasi

Vaskiler diz kas hucrelerinin agonistle indiklenen kasilmasinda Rho-kinazin
bir subtratt olan miyozin hafif zincirinin (MLC) fosforilasyon derecesi kasiima
glictintinbelirleyicisidir. MLC fosforilasyonun miktar: Ca**/kalmodulin bagimli miyozin
hafif zincir kinaz (MLCK) ve miyozin fosfataz (MYPT) arasindaki dengeye baghdlrgg.
Miyozin fosfataz (MP) (g alt Gniteden olusur:



1. Miyozin baglayan alt tinite (myosin binding subunit, MBS). Bu alt tinite miyozin
fosfataz target, MYPT, olarak da bilinir,

2. 37 kDA tip 1 fosfataz katalitik alt tnite,

3. 20 kDA katalitik olmayan alt Unite.

Miyozin fosfataz, miyozin baglayici alt tnite (zerinden fosforillenmis miyozin
hafif zincirine baglanir ve onu defosforile eder. Rho kinaz MBS’i fosforile ederek
miyozin fosfataz (MP)’1 inhibe eder. Bu enzim MBS’i cesitli bélgelerinden fosforile
eder bunlardan treonin 696 (T696) ve treonin 853 (T853) major olan bdlgelerdir ve
T853’(1 T696’dan (i kat daha fazla fosforile eder®. Rho kinaz aym1 zamanda miyozin

hafif zinciri (MLC)ni de fosforile ederek kasilma islemine katkida bulunur®.
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Ca*™ duvarlasmas ve vasokonstriksiyon
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Sekil 4. Duz kas kasilmasinin regilasyonu. ZIPK; zipper-interactig protein kinaz, DMPK; miyotonik
distrofi protein kinaz, PAK; p21-aktivated protein kinaz , PKC; protein kinaz C, PKN; protein
kinaz N, ILK; integrin-bagh kinaz, CPI-17; 17kDa protein kinaz C-potentiated inhibitory
protein of type 1 of protein fosfataz, [Ca?"]I; sitozolik Ca?* konsantrasyonu, DAG; diasilgliserol,
GPCRs; G protein-bagl reseptorler, 1P3; inozitol-1,4,5- trisfosfat, MLC20; 20-kDa regulator
miyozin hafif zincir, MLCK; Ca®'-kalmodilin-bagimli miyozin hafif zincir kinaz, MLCP;
miyozin hafif zincir fosfataz, MYPT1; miyozin fosfataz hedef alt (nite, M20; 20-kDa
MLCP’nin katalitik olmayan alt Unitesi, PI3K-C2a; simf 2 fospfatidilinozitol 3-kinaz’in o
izoformu, PLC; fosfolipaz C, PP1c; katalitik alt tnite 1 protein fosfataz, RhoGEF; GDP-GTP
degistirici faktor, RhoK; Rho-kinaz’in ROCKI ve ROCK Il izoformu ™

2.3. Duz kas ile Rho/Rho-kinaz sinyalizasyon yolagr iliskisi
Trombin, anjiyotensin I, trombosit kaynakli blyltme faktorii ve serotonin gibi
cesitli vazoaktif ajanlar diiz kasta bulunan Rho/Rho-kinaz sinyal yolagini aktive ederler.

Fasudil ile uzun sure tedavi sonucunda vaskuiler diz kas hicresinin kasilabilirligini,
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fibroblast proliferasyon ve migrasyonunu, inflamatuar hicrelerin vaskiler duvara gocu
gibi kritik basamaklarin inhibe edilebilecegi diistinulmektedir. Rho kinaz ile aracilik
edilen sinyal yolag: vaskiiler hastaliklarin patolojisinde blyik 6nem tagir®.

NO, cGMP bagimli protein kinaz araciligiyla damar diz kasinda gevseme
olusturur. Yapilan bir calismada rekombinat cGMP ile cGMP-bagimli protein kinazin
RhoA’y1 fosforilleyerek inhibe ettigi gosterilmistir. Sigcan aortasinda yapilan bu
calismada, bir Rho-kinaz inhibitéri olan Y-27632’nin endotelyumlu dokularda
fenilefrin ile olusturulan kasilmalar: endotelyumsuz olanlara gore nispeten daha gucli
bir sekilde inhibe ettigi goOsterilmistir. Ayrica sodyum nitroprusiyatin fenilefrinle
indlklenen RhoA translokasyonunu geri gevirdigi bulunmustur. Buna karsin, endoteli
saglam aorta ringlerinde, nitrik oksid sentaz inhibitorleri ve guanilat siklaz inhibitdrleri
varliginda, fenilefrin  kasilmalarimin  Y-27632’ye  verdigi gevseme yanitlan
kiintlesmistir®™. Biitiin bu bulgular, intakt sican aortasinda, nitrik oksidin Rho-kinaz’in
kastiric etkinligi Gzerinde inhibitor bir etkisi oldugunu telkin etmektedir.

Sicakhik dislrtlerek olusturulan mikrotubul depolimerizasyonunun, Rho kinaz
aktivasyonu araciligiyla sican aortasinda kasilmalari arttirdigi hticresel mikrotubdl
aginin vezikiler transport, sinyal iletimi ve hicre bolunmesi gibi cesitli hicresel
olaylarda gorev aldig: bildirilmistir®.

RhoA ve mitojenle-aktive olan kinaz gibi intraselliler sinyalizasyon
yolaklarinin, sfingozin 1-fosfat (SIP) ile aktive edildigi bulunmustur. SIP, aktive olmus
trombositlerden saliverilen bir lipiddir. Vaskiler diz kas hucre kdltirlerinde SIP
sinyalinin, hiicre proliferasyonunu uyardig: gosterilmistir®’. Diger taraftan Rho kinaz ile
aracihk edilen Ca?* duyarlasmasinda sfingozil fosforilkolinin ayri bir sinyal yolag
oldugu bildirilmistir®.

Tavsan baziler arterinde yapilan bir ¢alismada, Rho-kinaz enziminin selektif bir
inhibitori olan Y-27632 endotelin-1 ile indiklenen kasilmalar: inhibe etmistir®. Ek
olarak Rho/Rho-kinaz yolagi sigir serebral arterindeki Ca®* duyarhigindan da
sorumludur®. Rho kinaz enzimini ve kismen protein kinaz: da inhibe eden fasudilin in
vivo olarak hayvanlara verildiginde vazodilator etki olusturdugu gosterilmistir. Bu ajan,
gunimuzde, serebral vazospazmin tedavisinde denenmektedir. Ayni zamanda, bu
bilesik, izole vaskiler duz kaslarda agonistle olan kasilmalar: inhibe eder. Naguma ve

ark. in vivo olarak uygulanan fasudilin Rho kinazi inhibe ettigini gostermislerdir. Ayni
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ekip yaptiklari ¢calismada fasudilin saflastirilmis Rho kinaz igin gicli bir in vitro
inhibitor oldugunu gdstermistir®.

Aortokoroner ya da infrainguinal bypass ameliyati yapilan hastalardan alinan
safen veni in vitroortamda arteryel basing kosullarinda perfuze edildiginde fenilefrin ve
serotonine duyarliligin arttig: goriilmustiir. Bu duyarlik Y-27632 ile dnlenebilmistir®.

Trombinin insan umblikal veninde hizli ve gegici bir RhoA aktivasyonuna neden
oldugu gosterilmistir. Buna artmis miyozin hafif zincir fosforilasyonu, F-aktin stres
lifleri olusumu ve artan permeabilite eslik etmistir. Y-27632 ile Rho Kkinazin
inhibisyonu, biitiin bu etkileri belirgin olarak azaltmistir®.

Bir bakteri toksini olan lipopolisakkaritin kastirici reseptorlerin sinyalizasyon
yolaginda bir etki yapacag: dusuntulmis ve Buyikafsar ve arkadaslar tarafindan bu
toksinle muamele edilen sicanlarin mezenter arterinde ROCK2’nin kontrole gore daha
fazla eksprese edildigi ve bu artisin endotelin-1 ile induklenen vasokonstriksiyonun
gliclenmesine aracilik edebilecegi bildirilmistir'®.

Koroner Dbypass ameliyatt yapilan 15 hastadan izole edilen endoteli
uzaklastirilmis internal torasik arterlerde serotonin ve histamin ile olusturulan
kasilmalar hidroksifasudil ile belirgin olarak inhibe edilmistir. Serotoninle indiiklenen
kasilmalar suresince MBS (miyozin fosfatazin miyozin baglayici alt linitesi) ve CPI-17
(C-kinaz ile aktive olan fosfataz inhibitori) fosforilasyonu belirgin olarak artmistr.
Hidroksifasudil MBS fosforilasyonunu inhibe ederken CPI-17 fosforilasyonunu inhibe
etmemistir®.

Vaskiler diz kas hicrelerinin medyadan subendotelyal bdlgeye goci
(migrasyonu), balon anjiyoplasti ve ateroskleroz sonucu gelisen intimal kalinlasmada
onemli rol oynar. Aktive olmus trombosit ve hiicrelerin bir Grinu olan lizofosfatidik
asid (LPA), diz kas hiicre buyumesine ve cesitli hiicrelerin gociine neden olur. LPA ve
trombosit kaynakli blyime faktéri araciligiyla olusan diiz kas goci Rho/Rho-kinaz
araciligiyla olmaktadir. Bununla birlikte sz konusu gogte Rho/Rho-kinazin farkli alt
inici sinyal yolaklar: yer almaktadir. LPA aracili diiz kas go¢cti MLC fosforilasyonu ile
baglantili iken trombosit kaynakl: diz kas gocii MLC fosforilasyonundan bagimsiz
olarak bulunmustur®®,

Rho/Rho-kinaz yolagi bozukluklari siklikla 6lime neden olan hipertansiyon,

vaskuler spazm ve arteriyosklerozun patolojisinde yer almaktadir. Rho-kinaz
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aktivitesini spesifik olarak inhibe eden problarin kullanilmas: bu patolojik durumlarin
tedavisinde yararh olacakutir. ilk olarak, Ca?*-bagimli kastirict mekanizmalar: hedef alan
Ca®* kanal blokerlerine ek olarak, spesifik Rho-kinaz inhibitérleri ile Rho/Rho-kinaz
yolaginin modiile edilmesi diiz kas: gevsetmek icin gelismis bir metod olabilir. ikincisi,
birgok iskemik hastalik patogenezi ve vaskuler bozuklukla baglantil: olan ateroskleroz
geri dontisimliidir ve Rho-kinaz inhibisyonu ile tedavi edilebilir®.

Korpus kavernozum diiz kasinin kasilmasinda, Rho’nun Ca®* duyarlasmasinda
rol aldig1 gosterilmistir. Wang ve ark. direk olarak permeabilize edilmis tavsan ve insan
korpus kavernozumunda Ca?* duyarlasmasin: gdstermislerdir ve onu bu yolagin fazlaca
eksprese edilen molekiler komponenti olarak belirlemislerdir. Yapilan bir ¢calismada Y-
27632, fenilefrinle kastirilmis kavernozal seritleri doza bagimli bir sekilde gevsetmistir.
Bu bulgular, kastrasyonu takiben Rho/Rho-kinaz yolaginin korpus kavernozumda aktive
oldugu ve testosteron kaybi sonucu erektil disfonksiyona katkida bulundugunu telkin
etmektedir. Hem ROCKa (ROCK 1I) hem de ROCK( izoformlarinin Kkorpus
kavernozumda varlig: gosterilmistir™. In vivo sican modelinde bir Rho kinaz inhibitérii
olan Y-27632 korpus kavernozum basincini artirmistir, yani ereksiyona neden
olmustur'®.

Yapilan bir baska calismada, Rho-kinaz enziminin fare vas deferensinda
eksprese edildigi gosterilmis ve bu enzimin inhibitéri olan Y-27632’nin erektil
disfonksiyonun tedavisinde yararl olabilecegi bildirilmistir®.

Diger bir calismada, korpus kavernozumda NO aktivitesindeki artisin Rho-kinaz
aktivitesini azalttigi gosterilmistir. Buna gore NO’nun erektil fonksiyonu kismen
Rho/Rho-kinaz aracili Ca®* duyarligini inhibe ederek sagladig: diisiinilmektedir. Y-
27632 ile tedavi edilen deney hayvanlarindan elde edilen korpus kavernozum
preparatlar1 distk voltajdaki elektriksel saha stimulasyonu ile potansiyalize edilmis
cevaplar olusturmustur®’. Bu bulgular Rho/Rho-kinaz inhibisyonunun NO aktivitesini
artirdigin1 gosterir. Ayrica, diger vaskuler yataklardan elde edilen verilerle uyumlu
olarak, sican korpus kavernozumunda da Rho-kinazin a-adrenerjik ve endotelin-1 ile

indiiklenen kasilmalara aracilik ettigi gosterilmistir'®.
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3. GEREC ve YONTEM

Bu cahsma C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)’den etik kurul izni alinarak yapilmastir.
Deneylerde C.U. Tibbi Bilimler Deneysel Arastirma ve Uygulama Merkezi
(TIBDAM)'dan saglanan 8 haftalik balb/c albino turi disi fareler kullanildi.

3.1. Sigara Duman Duzenegi

Fareler 2 deney grubuna ayrild:.

1. Kontrol (Dumansiz, n=8)

2. Duman Uygulanan (n=8)

Fareler 100 cm uzunlugunda 60 cm genisliginde 80 cm yilksekliginde karsilikli 2
kenarin birinde duman giris bolgesi digerinde ise hava cikis bdlgesi olan fleksiglas
odanin igine konuldu(Sekil 5). Duman giris bolgesine yanma duzenegi monte edilip
duzenege bagl: olan sigara yakilarak diizenegin icerisindeki vakum pompas: vasitasiyla
duman giris bolgesinden hava ¢ikis bdlgesine duman akimi olusturularak farelerin
dumant solumalar: saglandi. Her sigaradan 10 dakika boyunca odanin igerisine duman
saglandi. Bu slre sonunda 10 dakika odanin dumansiz kalmas: saglandi. Bu déngu
hergiin 20 adet sigaranin bitimine kadar uygulandi. Bu uygulamaya 8 hafta boyunca
haftada 5 giin devam edildi. Dumansiz kontrol gruplarina da ayn: deneysel kosullar
saglandi. Fleksiglas odanin igcine duman yerine hava aspirasyonu saglandi. Yukarida
aciklanan protokoliin sonunda fareler servikal dislokasyon ile dlddrdi. Farelerin duman
maruziyet derecelerini degerlendirmek icin farelerin idrar 6rnekleri mesane icinden
alind1 ve ELISA testinde kotinin miktarlar: tayin edilmek tzere -20°C’de saklandh.

Farelerin karin boslugu acilarak uterus bir butln olarak ¢ikarildi. Cikarilan doku
Krebs sollisyonu bulunan petri igerisinde ¢evre dokulardan temizlendi ve kantitatif tayin

deneylerinde kullaniimak Gzere -20°C'de dondurularak eppendorf icinde sakland:.
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Sekil 5.Duman Uygulama Diizenegi

3.1.1. Kullanilan kimyasal ajanlar

Fenilmetilsulfonilflorid (PMSF). Sigir serum albumini, THC Sigma firmasindan
temin edildi. Bioscience, bradford protein assay soliisyonu Biorad’dan, Ripa-buffer
ELISA kitleri Calbiotech’ten temin edildi.
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3.2. ELISA deneyleri
ELISA testleri Rayto firmasindan temin edilen ELISA mikroplate okuyucu ve

yikayici ile yapilmastir.

3.2.1. Homojenizasyon

Ependorf iginde -20°C dondurulmus dokularin tzerine gram basina 3ml RIPA
(Radio-Immunoprecipitation Assay) buffer, 30ul PMSF (fenylmetanesulfonilfluoride),
30ul sodyum vanadat, 30ul proteaz inhibitort eklendi ve ultrasonic pargalama cihaziyla
buz Uzerinde dokularin pargalanarak homojenatlar elde edildi. Homojenatlar 10.000
RPM’de 10 dakika santrifiij edildi. Alttaki ¢okeltiler (pelletler) atildi. Ustte ayrilan

kisimlar (stipernatantlar) ELISA testlerinde kullaniimak (izere alindi.

3.2.2. Protein miktar tayini

Homojenizasyon yapilarak elde edilen homjeneatlarin total protein miktarinin
tayini icin Bradford yontemi kullanild:.

Sigir serum albumini (1pg/ml) kullanilarak 1, 2, 3, 5, 7, 8, 10 (ng/ml)
konsantrasyonlarda standart hazirlandi. Her bir 6rnekten 10 pl alinarak distile su ile 100
ul’ye tamamlandi. Standart ve 6rneklerin Uzerine 1ml bradford soliisyonu eklendi ve
vorteksle Kkaristirildiktan sonra spektrofotometrede 595 nanometre dalga boyunda
absorbans miktarlart manuel olarak 6lgtldi. Prism programinda cizilen standart egriye

gore homojenatlarin protein miktar tayini pg/pl cinsinden yapildi.

3.2.3. ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) Testi

3.2.3.1. ELISA RhoA Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin st
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
siv1 bosaltilip tzerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkube edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B solisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat solisyonu eklenip 0stu

kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pl stop solisyonu eklenip 450 nm’de

17



mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek rhoA miktarlar: tayin
edildi.

3.2.3.2. ELISA Rho-Kinaz Enzim Miktar Tayini

Homojenatlardan 100°er pl eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin usti
aliminyum folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki
siv1 bosaltilip tzerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkube edildi.
Inkiibasyonun sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda
kuyucuklara 100 pl reaktif B solisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkibe edildikten sonra
5 kez yikama tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat soliisyonu eklenip Ustu
kapatilarak 30 dakika inkiibe edildi. Sonra 50 pul stop solisyonu eklenip 450 nm’de
mikroplate okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek rho-kinaz enziminin

miktarlar: tayin edildi.

3.2.3.3. ELISA Rho-Kinaz Enzim Aktivite Testi
Homojenatlardan 100’er ul eliza kuyucuklarina eklendi. Kuyucuklarin tstt aliminyum
folyo ile kapatilip 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki sivi bosaltilip
tizerine 100 pl reaktif A sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkiibe edildi. inkiibasyonun
sonunda kuyucuklar 3 kez yikama tamponuyla yikanip yikama sonunda kuyucuklara
100 pl reaktif B sollisyonu eklenip 1 saat 37°C’de inkibe edildikten sonra 5 kez yikama
tamponuyla yikanarak igerisine 90 pl substrat solusyonu eklenip Ustl kapatilarak 30
dakika inkibe edildi. Sonra 50 ul stop soliisyonu eklenip 450 nm’de mikroplate
okuyucuda kuyucuklarin optik dansiteleri belirlenerek rho-kinaz enziminin aktivitesi

tayin edildi.

3.4. Sonuclann degerlendirilmesi
Gruplar arasindaki fark: karsilastirmak icin student t testinden faydalanildi.

0.05’den kugtk P degerleri anlamli olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. ELISA RhoA Miktar Tayini
Farelerde sigara duman: uygulamas: uterusta Rho-A proteinin ekspresyonunda
artisa neden oldu(Sekil 6).

rhoA
1500~

1000+

pa/m

500+

'[I - T

Sekil 6. Sigara dumani uygulanan farelerin uterusundaki rhoA protein miktarina etkisi (n=8). Istatistiksel
analiz: Student t test. (* : Kontrole gore P<0.05).

4.2. ELISA Rho-kinaz Enzim Miktar Tayini
Farelerde sigara dumani uygulamasi uterusta Rho-kinaz enzimininin

ekspresyonunda artisa neden oldu (Sekil 7).
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rho-kinase Il

50000+
EA Kontrol

E% EE3 Duman

Sekil 7.Sigara dumani uygulanan farelerin uterusundaki rho-kinaz enzim miktarina etkisi (n=8).
Istatistiksel analiz: Student t test. (* : Kontrole gére P<0.05).

4.3. ELISA Rho-kinaz Enzim Aktivite Tayini

Farelerde sigara dumani uygulamas: uterusta Rho-kinaz enzimininin
aktivitesinde artisa neden oldu (Sekil 8).
rho-kinaz aktivitesi
20+
* Kontrol
E3 Duman

—
T

p-MYPT pg/mg
2

Sekil 8. Sigara dumani uygulanan farelerin uterusundaki rho-kinaz enzim ektivitesine etkisi (n=8).
Istatistiksel analiz: Student t test. (* : Kontrole gére P<0.05).
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5. TARTISMA

Sigaranin temel bileseni olan nikotin, sigaramn kdtlesinin yaklasik %1.5%ini
olusturur ve her bir sigara yaklasik 10-14 mg nikotin icerir. Ancak iciciler bu miktarin
yaklasik 1 mg’in1 absorbe edebilirler. Nikotinin absorbe edildikten sonra yarilanma
omri kisadir ve hizlica metabolize edilerek kotinine donisir. Kotininin yarilanma émr
nikotinden daha uzundur.

Sigara dumaninin insan dokular:1 Gzerindeki etkilerine dair ¢cok sayida c¢alisma
bulunmaktadir. Sigara kullaniminin yol agtigi olumsuz etkiler arasinda solunum yollar
hastaliklart (Kronik obstruktif akciger Hastaligi) ilk sirada yer almaktadir120.
Kardiyovaskdler hastaliklarin etyolojisinde de sigara énemli rol oynamaktadir. Sigara
dumaninda bulunan benzopirenler ve polisiklik aromatik hidrokarbonlarin DNA

butiinligiini  bozarak kanser olusumunu tetikledigi  gésterilmistir, ™%

Sigara
dumaninda bulunan maddelerin zararli etkileri daha pek cok dokuda karsimiza
cikmaktadir. Yapilan epidemiyolojik arastirmalar sigara ile iliskili hastaliklarin yukarida
sayilanlardan ¢ok daha cesitli ve yaygin oldugunu ortaya koymaktadur. 2%

Sigara kullaniminin dokularda enflamatuar stiregleri agreve ettgi gosterilmistir.
Kanser dahil sigara dumant maruziyetinin insanlarda enflamatuar strecleri degistirdigi
ve bu degisen etkilerin hastalik streclerini artirdig: bilinen bir durumdur. Arasidonik
asit metabolitlerinden olan siklooksijenaz yolaginin kanser baslangicinda ve DNA
hasarinda roli oldugu gozlenmistir. Siklooksijenaz 2 (COX-2) induklenebilir olan
poliansatiire yag asitlerini okside edebilen bir enzimdir. Aragidonik asitin oksidatif
metabolizmas: ile ©6nemli sinyal mekanizmalarinda rolu olan prostaglandinler
olusabilmektedir. Oncelikle olusan PGG2 ve devaminda PGH2 pek cesitli
prostaglandinlere donusebilmektedirler ve bu PG’ler enflamasyonun regiilasyonunda,
ovilasyon olusumunda, dogum eyleminin baslamasinda dolasim sisteminde ve
pihtilasmada rol oynamaktadirlar. COX2 ekspresyonlarindaki degisiklikler hastalik
stireclerinde belirleyici roller oynayabilirler. Kanserli dokularda artmig COX2 aktivitesi
daha agresif kanser progresyonu ile birliktelik gosterir.

Sigara kullaniminin reprodiktif ¢agdaki kadinlarda Ureme potansiyeli agisindan
negatif etkileri gosterilmistir. Gebelik ve sigara kullaniminin  kétl  gebelik

sonlanmalarina yol actigi bilinmektedir. Sigara kullanan annelerin bebeklerinde erken
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dogum eylemi ve gebelikte erken su gelmesi gibi riskler daha yiksek olarak gortlir.
Ayrica vaktinde olusan dogumlarda bile sigaranin bebegin dogum agirliginin distk
kalmasina yol agtig1 ve bebeklerin anne karninda gelisme geriligine maruz kalabilidigi
bilinmektedir. Yardimci Ureme tekniklerinin uygulandigi hasta grubunda da sigara
kullanan kadinlarda gesitli olumsuzluklar daha sik olarak gozlenmektedir. Bu hastalarda
kabaca IVF basarisinin azaldigina dair giicli kanitlar bulunmaktadir. Bu bulgular da
gostermektedir ki sigara kullaniminin kadin saghg: ve Ureme Uzerine negatif etkileri
bulunmaktadir. Ureme fizyolojisi ve gebelikte gorilen bu negatif etkilerin altta yatan
mekanizmalar: tam olarak bilinmemektedir ve bu konuda daha ¢ok calismaya ihtiyag
vardir.

Calismamizda hucre ici  haberlesme mekanizmalarindan biri  ve hcre
proliferasyonu ve gelisiminde dnemli rolii olan rhoA/rho-kinaz sinyal yolagina kronik
sigara dumani uygulamasinin nasil bir etki olusturacagini arastirdik. Rho proteinlerinin
aciklanan bir cok fonksiyonu RhoA ile yapilan calismalara dayanmaktadir °. RhoA,
vilcutta en fazla bulunan ve en cok calisilan bir Rho proteini alt tipidir:*%. RhoA, G
proteinleri ile kenetli olan reseptorlerin bazi agonistler tarafindan uyarilmas: sonucu bir
takim fonksiyonlar goriir*®. Rho-kinaz enzimini rhoA proteini aktive eder®. Aktive
olan rho-kinaz hucre ici bircok faaliyete katilir. Sonucglarimizda sigara duman
maruziyeti uterusta rhoA proteininde upregilasyona neden oldugunu gorulmustdr.
Invitro yapilan bir ¢calismada sigara duman: ekstrakt: uygulanan farelerin hava yolu diiz
kas hucrelerinde rhoA’nin upregiile oldugu gosterilmistir®. Bizim calismamizda sigara
dumani inhalasyon yoluyla verilmistir. Yine bu calismada oldugu gibi bizim
calismamizda da rhoA proteini upregile olmustur. RhoA proteininin aktivitesindeki
artisa sigara dumaninda bulunan siiper oksit radikalleri neden olmus olabilir. Yapilan
bir baska caligmada stper oksit radikallerinin rhoA proteinin aktivitesini arttirdigi
bildirilmistir'®. Bu durum da bizim bulgularimizi desteklemektedir. Calismamizda
degerlendirdigimiz diger bir enzim olan rho-kinaz rhoA proteininin alt efektoriddr.
Elde ettigimiz sonuclar sigara dumanit maruziyetinin rho-kinaz  enziminin
ekspresyonunda ve aktivitesinde artisa neden oldugunu gostermistir. Yapilan
calismalarda slper oksit radikallerinin rho-kinaz enziminin aktivitesini arttirdig:
bildirilmistir'®. Sigara dumaninin igerisinde siiper oksit radikallerinin disinda birgok

etken madde vardir bu maddelerde siiper oksit radikallerinin neden oldugu rho/rho-
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kinaz sinyal yolagint aditif sekilde aktiflestirmis olabilir. Sonu¢ olarak rho/rho-kinaz
sinyal yolaginin aktivasyonu uterus diiz kasinin kasilma mekanizmasini etkileyecektir.
Ayrica yapilan calismalarda bu yolaktaki aktivasyon artisinin hicre Olimi olarak
bilinen apoptozun baslamasina neden oldugu gésterilmistir'®™%. Yapilan calismalarda
rho/rho-kinaz sinyal yolaginin aktive olmasi kanser hcrelerinin proliferasyonu ve

106107 Sjgara dumam kanserin en biyiik

migrasyonunu artirdigr  bildirilmistir
nedenlerinden biridir. Sonug olarak ¢alismamiz sigara dumani maruziyetinin rho/rho-
kinaz sinyal yolagini aktive ettigini gostermistir. Sigara dumani ile bu yolagin
aktivasyonu uterus duz kasinin kasilma mekanizmasini etkileyecegi igin gebeligin

olmasi, gebelik sirasinda ve dogum aninda komplikasyonlara neden olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Calismamzda 8 haftalik balb/c albino turi disi fareler kullanild:.

Fareler 2 deney grubuna ayrild:.

1. Kontrol (Dumansiz, n=8)

2. Duman Uygulanan (n=8)

Calismamizda hicre ici haberlesme mekanizmalarindan biri ve hiicre
proliferasyonu ve gelisiminde 6nemli rolu olan rhoA/rho-kinaz sinyal yolagina kronik
sigara dumani uygulamasinin nasil bir etki olusturacagini arastirdik.

Sonucglarimizda sigara dumani maruziyetinin uterusta rhoA proteininde
upregulasyona neden oldugu gorilmiistir. invitro yapilan bir calismada sigara duman
ekstrakti uygulanan farelerin hava yolu duz kas htcrelerinde rhoA’nin upregiile oldugu
gosterilmistir. Bizim caligmamizda sigara dumani inhalasyon yoluyla verilmistir ve
rhoA proteini upregile olmustur. Calismamizda degerlendirdigimiz diger bir enzim olan
rho-kinaz rhoA proteininin alt efektoridir. Elde ettigimiz sonuclar sigara dumani
maruziyetinin rho-kinaz enziminin ekspresyonunda ve aktivitesinde artisa neden
oldugunu gostermistir.

Sonug¢ olarak g¢alismamiz sigara dumani maruziyetinin rho/rho-kinaz sinyal
yolagini aktive ettigini gostermistir. Sigara dumani kanserin en buytk nedenlerinden
biridir ve sigara dumani ile bu yolagin aktivasyonu uterus diz kasinin kasilma
mekanizmasin etkileyecegi igin gebeligin olmasi, gebelik sirasinda ve dogum aninda
komplikasyonlara neden olabilecegini disundurmekte ve bu yolagin tam olarak

aydinlatilmasi ve inhibasyonu icin ¢alismalara devam edilmesi 6nerilmektedir.
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